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Au Canada, les pertes de rendement en agriculture attribuées aux nématodes sont généralement 
associées aux nématodes des lésions du genre Pratylenchus. En 2011, la découverte d’une nouvelle 
espèce exotique au Canada et qualifiée de rare dans le Nord-Est américain, soit Pratylenchus alleni 
Ferris, a soulevé de nouvelles inquiétudes. Afin de déterminer si cette espèce représente une menace 
pour les productions agricoles du Québec, mon projet de maîtrise visait à recueillir des informations 
sur sa virulence. Dans un premier temps, le spectre d’hôtes de P. alleni a été étudié et les résultats ont 
montré que ce nématode se développe très bien sur la pomme de terre, mais non sur la luzerne et le 
trèfle rouge. Ensuite, la reproduction de P. alleni dans un contexte de changements climatiques a été 
étudiée. L’augmentation prévue des températures et CO2 devrait favoriser le développement de P. 
alleni puisqu’il possède un meilleur taux de reproduction sur le soya lorsque soumis à un régime de 
températures de 17/28 ˚C et à une concentration en CO2 de 1200 ppm comparativement à 12/23 ˚C 
(400 ppm) et 15/26 ˚C (800 ppm). Dans cette même étude, une réduction de 19 à 58 % du poids sec 
racinaire des plants de soya inoculés avec P. alleni a été observée comparativement aux plants 
témoins. De plus, une méthode moléculaire de détection et de quantification simultanée de P. alleni et 
P. penetrans, l’espèce de Pratylenchus la plus répandu dans l’Est canadien, par qPCR a également été 
développée. Pour chacune des deux espèces, une sonde TaqMan associée avec le fluorophore CY5 
pour P. alleni et FAM pour P. penetrans ciblant la région D2/D3 de la grande sous-unité ribosomale 
(28S) ont été développées et celles-ci se sont avérées spécifiques à chaque espèce. Ces résultats 
amènent de nouvelles connaissances sur ce ravageur et mettent en lumière sa pathogénicité. 
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In Canada, yield losses attributed to nematodes are generally associated with root-lesion nematodes 
from the genus Pratylenchus. In 2011, a new exotic species was detected in Canada and identified as 
Pratylenchus alleni Ferris. Pratylenchus alleni is rare in the Northeastern U.S. and its discovery has 
raised new concerns. To determine whether this species is a threat to agricultural production in 
Québec, my project aims to collect information about its pathogenicity. First, the host range of P. alleni 
was studied and the results showed that the nematode was developing well on potato, but poorly 
performed on alfalfa and red clover. The reproduction of P. alleni has also been studied in a context of 
climate change. The results showed that anticipated temperature and CO2 increases should favor P. 
alleni since it has a better reproduction rate on soybeans subjected to a night/day temperature regime 
of 17/28°C and a CO2 concentration of 1200 ppm compared to 12/23˚C (400 ppm) and 15/26°C (800 
ppm) regimes. In the same study, a reduction of 19 to 58 % of roots dry weight of soybeans inoculated 
with P. alleni was observed compared to control plants. A simultaneous molecular detection and 
quantification method by qPCR of P. alleni and P. penetrans, the most widespread Pratylenchus species 
in Eastern Canada, was also developed. For each species, a TaqMan probe associated with the CY5 
fluorophore for P. alleni and FAM for P. penetrans targeting the D2/D3 expansion segments of the 
large ribosomal subunit (28S) were developed and proved to be specific to each species. These results 
bring new insights into this new pest and highlight its pathogenicity. 
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Chapitre 1 : Introduction générale 
1.1 Mise en contexte 
 
Les changements climatiques (CC) représentent un phénomène naturel qui se produit depuis 
toujours, mais le réchauffement graduel accéléré et l’augmentation de la sévérité et de la 
fréquence des évènements extrêmes observés lors des dernières décennies résultent 
principalement de l’amplification des émissions de gaz à effet de serre engendrées par les 
activités anthropiques (Somasekhar et Prasad, 2012). L’altération de ces paramètres 
climatiques est à l’origine de nombreux bouleversements en agriculture. En effet, 
l’augmentation des températures et des évènements extrêmes (p. ex. sécheresses et 
précipitations) pourrait exacerber les problèmes phytosanitaires causés par les phytoparasites 
de plusieurs façons, par exemple, par l’expansion de leurs aires de répartition géographique et 
par l’augmentation de leur nombre de générations par saison (Boag et al., 1991; Baker et al., 
2000; Bebber, 2015).  
Au Canada, le nématode Pratylenchus alleni Ferris a été détecté pour la première fois en 2011 
sur la culture de soya (Glycine max (L.) Merr.) dans le sud-ouest du Québec (Bélair et al., 
2013). Comme la température optimale de croissance de ce nématode est supérieure à celle 
de l’espèce indigène très apparentée Pratylenchus penetrans (Cobb) Filip. & Stek., présente 
dans toutes les régions agricoles du Québec, il est plausible que les CC favoriseront 
l’établissement de P. alleni dans de nouvelles régions agricoles (Acosta et Malek, 1979). Il est 
dès lors important de se questionner sur l’impact qu’aura cette nouvelle introduction sur les 
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agroécosystèmes de l’Est canadien et les conséquences sur les cultures de très grande 
importance économique, tel le soya et le maïs. Au Canada, la production du soya et du maïs 
couvre un peu plus de 3 500 000 hectares, une zone que P. alleni pourrait exploiter et y causer 
de sévères dommages (Statistique Canada, 2015). En 2011, les pertes de rendement causées 
par P. alleni variaient de 38 à 54 % dans les zones infestées d’un champ de soya, en 
comparaison avec les parcelles asymptomatiques voisines (Bélair et al., 2013). Ces pertes de 
rendement témoignent du pouvoir pathogène de cette espèce sur la culture du soya et 
soulignent l’importance d’une meilleure gestion des espèces du genre Pratylenchus. 
 
1.2 Revue de littérature 
1.2.1 Changements climatiques : prévisions d’ici 2100  
 
Les changements climatiques représentent l’un des enjeux environnementaux les plus 
importants à ce jour. Ils résultent, en majeure partie, de l’augmentation de la concentration 
des gaz à effets de serre (GES) de l’atmosphère qui emprisonnent la chaleur près de la surface 
du globe. Afin d’analyser l’évolution du climat dans le futur, les scientifiques s’appuient sur 
des scénarios socio-économiques d’émissions de GES. Ces scénarios prennent en compte 
l’évolution de nombreux facteurs dont la démographie, l’économie et le développement 
industriel. Le Groupe d’experts intergouvernemental sur l’évolution du climat (GIEC), reconnu 
par la communauté scientifique, propose des scénarios décrivant l’évolution de la 
concentration en CO2 et des températures de surface aux moyens de quatre profils appelés 
RCP pour Representative Concentration Pathways. Les scénarios (2.6, 4.5, 6.0 et 8.5) sont 
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nommés selon le forçage radiatif, la différence entre l’énergie radiative reçue et celle émise 
par un système climatique, estimé en 2100. Par exemple, le scénario 2.6 correspond à un 
forçage radiatif de +2.6 W/m². Ainsi, plus un forçage positif est élevé plus il tend à réchauffer 
un système climatique donné. Selon ces profils RCP, les projections de réchauffements 
climatiques que présente le GIEC dans son cinquième rapport (2014) indiquent que, d’ici 2065, 
la température moyenne de surface de la planète pourrait augmenter d’environ 1 à 2°C, avec 
une plus grande augmentation pour les plus hautes latitudes de l’hémisphère nord, et que la 
concentration en CO2 atmosphérique pourrait doubler. Sur une plus longue période, soit d’ici 
2100, la température de surface devrait augmenter de 1,5 à 4,9°C selon les scénarios et les 
concentrations en CO2 devraient plus que doubler (Tableau I) (GIEC, 2014; Ouranos, 2015).    
Tableau I: Évolution de la température moyenne à la surface du globe et des concentrations 
en équivalents de CO2 atmosphérique par rapport à la période de référence 1986-2005 (GIEC, 
2014). 
Scénarios RCP 
Concentration moyenne de 
CO2 -éq. prévue pour 2100  
(ppm CO2-éq.) 
Réchauffement moyen mondial pour 
la période 2046-2065 p/r à 1986-2005 
 (˚C) 
Réchauffement moyen mondial 
pour la période 2081-2100 p/r à 
1986-2005 
 (˚C) 
2.6 490 +1,0 +1,5 
4.5 650 +1,4 +2,4 
6.0 860 +1,3 +3,0 
8.5 1370 +2,0 +4,9 
 
Ces changements climatiques auront des répercussions importantes sur le fonctionnement et 
la structure des écosystèmes notamment sur la distribution, la biologie et le comportement de 
certains organismes (Garrett et al., 2006; Polley, 2015). Dans les paragraphes suivants, les 
impacts des CC sur l’agriculture, les impacts de l’augmentation en CO2 atmosphériques sur les 
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interactions plantes-nématodes et les impacts des augmentations de température sur les 
espèces exotiques seront abordés.  
 
1.2.2 Impacts des changements climatiques sur l’agriculture  
 
Le climat représente un des facteurs les plus déterminants des activités agricoles (Ouranos, 
2010). Par exemple, les producteurs choisissent leurs cultivars et variétés en se basant sur le 
nombre de degrés-jours (mesure de l’accumulation de chaleur pour la saison de croissance) 
calculé pour leur région afin d’avoir des cultivars et variétés adaptés à leur climat offrant la 
meilleure productivité. Or, de nombreuses études ont montré les impacts des CC sur la 
croissance et la productivité des plantes (Thuzar et al., 2010; Das et al., 2011). Dans les 
tropiques, les températures ambiantes prédites d’ici 2100 agiront comme un stress abiotique 
puisqu’elles atteindront et même dépasseront le seuil thermique maximal pour le 
développement, la reproduction et la photosynthèse des nombreuses plantes incluant le soya 
(Thuzar et al., 2010; Lewis et Witham, 2012). Lorsque les températures excèdent ce seuil 
thermique maximal, les plantes répondent négativement par une réduction de leur croissance 
et du rendement (Das et al., 2011). Au contraire, dans les régions tempérées, l’augmentation 
des températures engendrera une augmentation de la durée de la saison agricole avec une 
possibilité de compléter plus d’un cycle d’une même culture dans une même saison et une 
accélération du rythme de développement des plantes (Thuzar et al., 2010; Das et al., 2011; 
Lewis et Witham, 2012; Osborne et al. 2013). Cependant, selon leur processus 
photosynthétique (C3 ou C4), les plantes ne répondent pas toutes de façon identique aux 
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variations du climat. Les plantes de type C3, comme le soya, répondent plus positivement que 
les plantes de type C4 à une augmentation de la concentration en CO2 atmosphérique 
(Caswell et al., 1973; Yamori et al., 2014). Pour les C3, une augmentation de la concentration 
en CO2 permettrait une hausse de rendement pouvant varier de 10 à 30 % et de 0 à 10% pour 
les C4 (Ainsworth et Long, 2005; Seguin, 2010). Chez les plantes en C3, cette hausse de 
rendement s’explique du fait que l’enzyme RubisCo, ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygénase nécessaire pour la fixation du CO2, n’est pas saturé avec la 
concentration actuelle de CO2 atmosphérique, ainsi, une augmentation de la concentration 
globale en CO2 stimulera la photosynthèse des plants C3 et la production de biomasse sera 
alors augmentée (Vu et al., 2001; Ainsworth et al., 2002; Deryng et al., 2014; Feng et al., 
2014). 
Spécifiquement dans les régions tempérées de l’Est canadien, les scénarios climatiques prévus 
d’ici 2100 prédisent un étalement de l’aire de distribution de nombreuses cultures vers des 
latitudes plus nordiques où les températures seront appropriées pour les cultures nécessitant 
des températures plus chaudes (Bootsma et al., 2005; Ouranos, 2015). De ce fait, les CC vont 
augmenter le potentiel agronomique des cultures nécessitant une accumulation de chaleur 
plus élevée et une longue saison de croissance comme le soya et le maïs (Bootsma et al., 
2005). Dans l’Est canadien, la période végétative s’amorcera 11 jours plus tôt en moyenne 
pour les cultures de saisons chaudes et la période de fin de croissance se terminera 13 jours 
plus tard d’ici 2069 comparativement à la période de référence 1961-1990 (Qian et al., 2013).   
À la lumière de ces informations, les modifications des régimes climatiques prévues dans un 
avenir rapproché dans l’Est canadien auront des répercussions importantes sur l’agriculture. 
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Cependant, ces modifications engendreront aussi des répercussions sur les espèces associées 
aux cultures. Ces répercussions seront abordées dans les paragraphes suivants avec une 
emphase sur les nématodes phytoparasites.  
1.2.3 Effets des changements climatiques sur le phénomène d’invasion d’une espèce exotique 
 
La modification de l’agriculture par les CC offre de nouvelles opportunités d’établissement 
d’espèces exotiques. Entre autres, il est probable que de nombreux ravageurs et pathogènes 
pourront s’établir dans de régions géographiques beaucoup plus nordiques et causer de 
nouveaux problèmes (DeLucia et al., 2012; Lewis et Witham, 2012). Les CC peuvent rendre 
accessible de nouvelles régions à coloniser puisque les températures y sont plus propices à 
l’établissement de ces espèces. Ces températures propices augmenteront la performance de 
certaines espèces, favorisant ainsi leur établissement et leur capacité de dispersion (Walther 
et al., 2009). Lorsqu’une espèce se retrouve à l’extérieure de son aire de répartition 
géographique naturelle connue et a un impact négatif sur les espèces indigènes ou sur 




Figure 1: Effets des changements climatiques sur le phénomène d’invasion chez une espèce 
exotique. Source : d’après Walther et al. (2009). 
 
L’invasion d’une espèce exotique se produit en trois étapes : l’introduction, l’établissement et 
l’expansion de l’aire de répartition (Figure 1). La première étape est généralement causée par 
des activités humaines permettant l’arrivée de l’espèce dans un nouvel habitat. À cette étape, 
les changements climatiques offrent de nouvelles opportunités d’introduction si les conditions 
climatiques du nouvel habitat sont similaires à celles de leur aire de répartition naturelle 
connue offrant ainsi une meilleure possibilité de survie. La deuxième étape, l’établissement, 
réfère au maintien durable d’une population dans cet habitat. Cette étape est très importante 
pour la gestion des espèces exotiques nuisibles puisque l’espèce demeure alors confinée à 
une seule région. Ce confinement limite ainsi la propagation de l’espèce exotique et ses effets 
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croître, favorisant ainsi l’extension de son aire de répartition vers de nouveaux habitats 
favorables (Walther et al., 2009, Sauvion et al. 2013).  
1.2.4 Effets de l’augmentation des températures sur les nématodes  
 
Les poïkilothermes sont des organismes dont la température corporelle varie en fonction de la 
température extérieure. Les nématodes sont des organismes poïkilothermes et dépendent 
donc directement de la température extérieure pour réguler leur métabolisme. Les 
nématodes répondent habituellement à une augmentation des températures par une 
accélération de leur taux de développement, de leur potentiel reproductif et de leur nombre 
de générations par saison (DeLucia et al., 2012; Singh et al., 2013a; Elad et Pertot, 2014). Par 
contre, chaque espèce possède une température maximale à laquelle correspond un taux de 
développement maximal. Au-delà de cette température, il se produit une inactivation des 
systèmes enzymatiques qui peut être létale (Demeure, 1978).  
1.2.5 Enrichissement en CO2 atmosphérique et interactions plantes-nématodes 
 
L’impact direct du CO2 sur les nématodes demeure très peu documenté. Par contre, l’impact 
indirect l’est davantage. Puisque le CO2 atmosphérique constitue la principale source de 
carbone pour la photosynthèse des plantes, une variation de sa concentration altère la 
morphologie et la physiologie des plantes (Hunter, 2001; Terashima et al., 2014). Une 
concentration élevée en CO2 tend à augmenter les taux photosynthétiques et de croissance et 
à accroître la biomasse de la plante. Ainsi, il y a réduction de la qualité nutritionnelle de la 
plante en augmentant le ratio carbone : azote (C :N). Cette dilution de l’azote induit une 
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réponse indirecte sur les nématodes phytoparasites. Cette réponse se nomme alimentation 
compensatoire et implique que les nématodes consomment plus de tissus racinaires pour 
maintenir un même taux de croissance (Figure 2) (Somasekhar et Prasad, 2012; McKenzie et 
al., 2013). 
 
Figure 2: Conséquences d’une concentration en CO2 atmosphérique élevée sur les interactions 





1.2.6 Le genre Pratylenchus  
 
Le terme nématode des lésions racinaires réfère au genre Pratylenchus qui inclut certains des 
plus importants ravageurs de nombreuses cultures à l’échelle mondiale. En fait, le genre 
Pratylenchus a été classé au troisième rang des nématodes phytoparasites les plus 
dévastateurs des cultures derrière les nématodes des nodosités (Meloidogyne) et les 
nématodes à kyste (Heterodera et Globodera) (Jones et al., 2013). Environ 68 espèces de 
Pratylenchus sont actuellement répertoriées à travers le monde, mais seulement une 
douzaine causeraient des pertes économiques aux cultures (Castillo et Volvas, 2007). Au 
Canada, Pratylenchus penetrans représente l’espèce la plus répandue et la plus dévastatrice 
(Potter et McKeown, 2003; Yu, 2008). 
Siddiqi (2000) propose la classification suivante des Pratylenchus: 
 
Embranchement: Nematoda 
     Classe: Secernentea 
          Sous-classe: Tylenchia 
               Ordre: Tylenchida 
                     Sous-ordre: Tylenchina 
                         Superfamille: Hoplolaimoidea 
                              Famille: Pratylenchidae 
                                  Sous-famille: Pratylenchinae 




1.2.7 Biologie générale des Pratylenchus  
 
Les Pratylenchus sont des endoparasites migrateurs des racines. Ils perforent et pénètrent 
l’épiderme dans la zone d’élongation à l’aide de leur stylet et, une fois à l’intérieur, se 
déplacent jusqu’au cortex en s’alimentant des cellules qu’ils détruisent (Acosta et Malek, 
1981; Zunke, 1990; Jones et Fosu-Nyarko, 2014). Ces déplacements intracellulaires 
occasionnent aux plantes hôtes une réduction de la croissance des racines et des nécroses 
profondes aux racines et radicelles. Ils prédisposent également la plante à des infections 
secondaires par des champignons et des bactéries par la création d’un site d’entrée lors du 
bris de l’épiderme (Castillo et Volvas, 2007; Moens et Perry, 2009). Lorsque la racine devient 
nécrotique, meurt ou devient défavorable à l’alimentation et la reproduction, le nématode se 
déplace à travers le cortex vers une région saine ou dans le sol vers une autre racine (Zunke, 
1990). Tous les stades de vie peuvent parasiter les tissus de l’hôte (Moens et Perry, 2009). 
Le cycle de vie des Pratylenchus comprend typiquement un stade œuf, quatre stades juvéniles 
nommés J1, J2, J3 et J4 et un stade adulte (mâle et femelle). Après la fertilisation des œufs, les 
femelles pondent dans les racines des plantes hôtes ou dans le sol à proximité des racines. Les 
J2 émergent des œufs après 1 à 3 semaines et ont trois mues avant de devenir adultes (Moens 
et Perry, 2009). La durée du cycle de vie des Pratylenchus varie considérablement, soit 3 à 8 
semaines selon l’espèce, la plante hôte et les conditions environnementales. Des conditions 
favorables conduisent à un développement plus rapide et une augmentation du nombre de 
générations par saison (Jones et al., 2013). À la fin de la saison des récoltes, les nématodes des 
lésions peuvent entrer en quiescence (anhydrobiose) et dessécher dans des conditions de 
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sécheresse et se réhydrater quand le sol redevient humide ou lorsque des plantes hôtes sont 
présentes à nouveau. Autant P. alleni que P. penetrans peuvent survivre à des conditions de 
sécheresse. Certains P. penetrans sont en mesure de survivre dans un état d’anhydrobiose 
réversible pour une période de plus d’un an (Townshend, 1984). 
1.2.8 Distribution géographique et principaux hôtes de Pratylenchus alleni et Pratylenchus 
penetrans 
 
Le nématode des lésions P. alleni a été découvert et décrit pour la première fois à Eldorado, 
Illinois, États-Unis, parasitant plusieurs cultivars de soya dans un même champ (Ferris, 1961). 
En Amérique du Nord, P. alleni est présent dans quelques états américains centraux et n’a été 
rapporté qu’une seule fois au Canada (Tableaux II et III) (Ferris, 1961; Townshend et al., 1978; 
Robbins et al., 1987; Robbins et al., 1989a; Robbins et al., 1989b; Bélair et al., 2013). Comme 
la majorité des espèces de Pratylenchus, P. alleni est polyphage et parasite, entre autres, le 
soya, la tomate, le maïs, la pomme de terre, le blé, l’avoine, la framboise et le tournesol 
(Hackney et Dickerson, 1975; Dikerson, 1979; Bernard et Keyserling, 1985, Wartman et 
Bernard, 1985; Doucet et al., 2005; Singh et al., 2013b). Au contraire, P. penetrans abonde aux 
États-Unis et au Canada (Townshend et al., 1978; Bélair et al., 2007). Il parasite plus de 350 
plantes hôtes incluant des plantes ligneuses et des herbacées, dont plusieurs d’importance 
économique comme le maïs, le soya et la carotte (Thies et al., 1995; Singh et al., 2013b; Teklu 





Tableau II: Distribution mondiale de Pratylenchus alleni.  
Continent Pays Sources 
Asie 
 
Inde Singh et Jain, 1984 
Turquie Di Vito et al., 1994 
Europe 
 
France Van der Berg et Cadet, 1992 
Russie Castillo et Volvas, 2007 
Amérique du Nord 
 
Canada Bélair et al., 2013 
États-Unis Robbins et al, 1989a; Robbins et al., 1989b 
Amérique du Sud Argentine Doucet et al., 2005 
 
 
Tableau III: Distribution actuelle de Pratylenchus alleni en Amérique du Nord. 
Pays Province/État Sources 





Illinois Ferris, 1961 
Ohio Brown et al., 1980 
Iowa Williams, 1982 
Arkansas Robbins et al, 1989a; Robbins et al., 1989b 
 Tennessee Bernard, 1980 
 Missouri Niblack, 1992 
 
1.2.9 Influence du type de sol sur les espèces du genre Pratylenchus 
 
Le sol est composé de différentes tailles de particules (tels le sable, l’argile et le limon) et leur 
proportion relative définie la texture du sol qui, à son tour, détermine la taille des pores 
(Krupenikov et al., 2011). Ainsi, la texture et la structure, qui fait référence à la façon dont les 
particules du sol sont disposées les unes par rapport aux autres et avec la matière organique, 
apportent des informations importantes sur les propriétés d’un sol et influencent de façon 
importante les nématodes qui s’y trouvent, car les mouvements de ces nématodes dépendent 
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de la porosité du sol, de la grosseur des particules, de l’épaisseur de la pellicule d’eau et de la 
capacité du sol à retenir l’humidité (Decker, 1989).  
En 2011, P. alleni a été découvert au Canada dans un champ de soya au sol sableux (81% 
sable, 10% loam, 9% argile et 4% matières organiques) (Bélair et al., 2013). C’est dans ce type 
de sol que les populations de Pratylenchus sont généralement les plus élevées et dans lequel 
les dommages sont les plus sévères (Seinhorst, 1965; Kable et Mai, 1968; Townshend, 1972; 
Florini et al., 1987). Par contre, quelques études ont montré que certaines espèces de 
Pratylenchus se reproduisent mieux en sols argileux. Par exemple, la reproduction de P. 
thornei serait inhibée en sol sableux lors d’étés chauds et secs alors que la rétention 
d’humidité dans le sol argileux permettrait une reproduction plus élevée que dans le sable 
(Grandison et Wallace, 1974; Thompson et al., 2010). Tout comme P. thornei, d’autres études 
ont montrées que P. neglectus et P. helophilus se reproduisent bien dans les sols lourds 
capables de retenir l’humidité dans des milieux chauds et secs (Seinhorst, 1959; Thompson et 
al., 2010).  
On peut conclure que les Pratylenchus possèdent des préférences pour certains types de sol 
et que ceux-ci ont un impact sur les performances des nématodes, mais qu’au final, les 
préférences sont davantage influencées par l’interaction du type de sol avec l’humidité du sol 




1.2.10 Effet de la température sur le développement et la reproduction de Pratylenchus alleni et 
Pratylenchus penetrans 
 
Comme mentionné à la section 1.2.4, la température est un facteur abiotique limitant pour les 
nématodes, des organismes poïkilothermes qui dépendent de la température ambiante pour 
régir leur température corporelle et leurs activités métaboliques (Freckman et Caswell, 1985). 
La température affecte, entre autres, le cycle de vie, la reproduction, la survie, la migration et 
la pénétration des racines. Les réponses thermiques diffèrent selon les espèces (Acosta et 
Malek, 1979; Freckman et Caswell, 1985). Par exemple, la température optimale pour la 
reproduction sur le soya diffère chez P. alleni (30°C) et P. penetrans (25°C) (Figure 3) (Acosta 
et Malek, 1979). Les réponses à la température peuvent aussi varier dans une même 
population (thermotype) (Daulton et Nusbaum, 1961). Cette variabilité écophysiologique a été 






Figure 3: Taux de multiplication (population finale /population initiale) de P. alleni et P. 
penetrans sur des racines de soya dans un loam sableux après 75 jours de croissance pour 
différentes températures. Source : d’après les résultats d’Acosta et Malek (1979). 
 
 
1.2.11 Impact économique de Pratylenchus alleni et Pratylenchus penetrans 
 
Les symptômes sur les parties aériennes des plantes associées aux nématodes des lésions sont 
souvent confondus avec des carences nutritionnelles ou autres maladies. Étant un nématode 
très commun en Amérique du Nord, les dommages causés aux cultures par P. penetrans ont 
été largement étudiés (Dickerson et al., 1964; Olthof et Potter, 1973; Zasada et al., 2015). Les 
symptômes typiques de l’infestation de P. penetrans sur ses hôtes sont une réduction de la 
croissance racinaire et un jaunissement des parties aériennes qui sont similaires à une 
déficience en eau ou en azote. Dans les champs, ces symptômes sont généralement observés 
sur des zones circulaires de plusieurs mètres de diamètre (Dickerson et al., 1964). Comme 































souterraines des plantes sont davantage spécifiques et, par conséquent, moins à risques 
d’être confondus avec une carence ou autre maladie. Le symptôme typique est une coloration 
brunâtre localisée sur les racines. Dans les cas d’infestations sévères, les plants peuvent être 
facilement extirpés du sol en raison de la destruction des racines (Fosu-Nyarko et Jones, 
2016). 
Parmi les centaines d’espèces hôtes de P. penetrans figure le soya. Des facteurs de 
reproduction (population finale/population initiale) variant entre 1,6 et 9,2 ont été calculés 
sur le cultivar de soya Lee 68 par Schmitt et Barker (1981). Dans cette étude, des pertes de 
rendement significatives de 47% sur les plants de soya inoculés avec 2450 nématode/500g de 
sol ont été calculées comparativement aux plants témoins (non inoculés). De plus, en Ontario, 
les pertes de rendement causées par P. penetrans étaient de 30% pour le maïs sucré et 14% 
pour l’oignon avec une densité initiale à la plantation de 666 nématodes/ kg de sol. Les pertes 
étaient de 49% et 71% avec une densité initiale de 18 000 nématodes/ kg de sol. Des 
réductions variant entre 17 et 59% ont aussi été observées sur le chou, la laitue, le chou-fleur 
et la pomme de terre avec une densité initiale de 18 000 nématodes/ kg de sol (Olthof et 
Potter, 1973). Dans une autre étude réalisée en Ontario, les pertes de rendements de la 
betterave, de la laitue et de l’épinard étaient de 27, 43 et 21% respectivement avec une 
densité initiale de 18 000 P. penetrans/kg de sol (Potter et Olthof, 1974). 
Au contraire, les dommages aux cultures causés par P. alleni ont rarement été étudiés. Ferris 
et Bernard (1962) ont noté que le poids des racines de soya en présence de P. alleni était 
réduit de 25 % lors d’essais en serres, par contre, aucun effet sur la croissance des parties 
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aériennes et le rendement n’a été observé. Ils suggèrent qu’en champs, où les nutriments et 
l’eau sont des facteurs limitants, une diminution de la croissance des parties aériennes et du 
rendement pourrait être mesurée. De fait, une autre étude a mesuré des pertes de 
rendement variant de 38 à 54 % dans des parcelles de soya infestées comparativement à des 
parcelles asymptomatiques voisines (Bélair et al., 2013). 
 
1.2.12 Moyens de lutte contre les espèces du genre Pratylenchus 
 
Le succès de la lutte contre les ravageurs se fonde principalement sur la connaissance de leurs 
interactions avec les plantes et du cycle de vie du ravageur. Il existe de nombreuses méthodes 
de luttes visant à protéger les cultures des ravageurs indésirables dont, la lutte chimique, les 
pratiques culturales, dont la rotation des cultures, la lutte biologique et la lutte génétique 
(Lewis et al., 1997; Starr et al., 2002). Dans cette dernière, on retrouve, entre autres, 
l’utilisation de cultivars possédant une source de résistance. L’utilisation de cultivars résistants 
possède de nombreux avantages, par exemple, cette méthode n’est pas nocive pour 
l’environnement comme le sont la plupart des pesticides et est peu coûteuse. De plus, elle 
s’avère extrêmement efficace pour lutter contre certains nématodes phytoparasites 
sédentaires (nématodes qui complètent leur cycle de vie fixés sur les racines) comme le 
nématode à kyste du soya (NKS; Heterodera glycines Ichinohe) (Cook et Starr, 2006; Niblak et 
al., 2008).  
Les gènes de résistance aux nématodes se définissent comme étant des gènes de la plante 
codant un déterminant spécifique pour l’activation des réponses de défenses de la plante à un 
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agent pathogène afin de prévenir ou limiter la multiplication du nématode (Trudgill, 1991; 
Williamson et Kumar, 2006). Généralement, la résistance ne protège pas la plante contre une 
invasion, mais est plutôt caractérisée par l’incapacité des nématodes femelles à produire un 
site nourricier fonctionnel pour supporter leur reproduction (Williamson et Kumar, 2006). Le 
fait que les nématodes des lésions n’induisent pas la formation de cellules nourricières 
spécialisées comme les NKS rend difficile de trouver une source de résistance et d’élucider les 
mécanismes impliqués (Rios et al., 2016). La résistance de l’hôte aux espèces de Pratylenchus 
est très limitée, seulement une très faible quantité de loci ont été liées à la résistance contre 
les Pratylenchus. Parmi ceux-ci, le gène de résistance Rlnn1 de la variété de blé Excalibur a été 
validé pour lutter contre P. neglectus (Williams et al., 2002).  
Les gènes de résistances ont été largement étudiés chez les nématodes spécialistes comme le 
NKS, Heterodera glycines, découvert pour la première fois au Québec en 2013 au même 
endroit où P. alleni a été découvert (Williamson et Kumar, 2006; Mimee et al., 2014). En effet, 
de nombreux gènes de résistances contre ce nématode endoparasite sédentaire ont été isolés 
sur différents cultivars de soya. En Amérique du Nord, la plupart des soyas commerciaux 
résistants aux nématodes à kystes du soya sont développés à partir de deux sources de 
résistance : Peking et PI88788 (De Bruin et Pedersen, 2008; Lee et al., 2015). La réponse du 
groupe PI88788 se caractérise par une nécrose assez lente et par l’absence d’accroissement 
de la paroi cellulaire. À l’inverse, la réponse de la source de résistance Peking se caractérise 
par une nécrose rapide et un accroissement de la paroi cellulaire (Klink et al., 2013). En raison 
de son efficacité, l’utilisation de gènes de résistance dans les cultures de grandes importances, 
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tel le soya, devrait être encore plus fréquente pour les années à venir afin de limiter les pertes 
de rendement et maximiser la production (Rosenzweig et Tubiello, 2007). 
1.2.13 Détection et quantification moléculaire des Pratylenchus spp. par qPCR  
 
La distinction entre P. penetrans et P. alleni basée sur la morphologie est difficile et requiert 
une grande expertise puisqu’il y a peu de structures ou caractères distinctifs et qu’il existe une 
variabilité intraspécifique de certains caractères morphologiques (Tarte et Mai, 1976). De 
nombreuses méthodes de diagnostic moléculaire ont été développées en nématologie et 
permettent de distinguer efficacement les espèces du genre Pratylenchus (Oliveira et al., 
2011). L’une de ces méthodes est la réaction en chaîne par polymérase (PCR) qui permet 
d’amplifier des régions d’ADN qui diffèrent entre des espèces phylogénétiquement proches 
(Al-Banna et al., 2004; Carrasco-Ballestero et al., 2007; Yan et al., 2008; Waeyenberge et al., 
2009). Par exemple, Waeyenberge et al. (2009), ont développé une méthode très sensible 
permettant d’identifier spécifiquement P. penetrans par PCR. Toutefois, cette méthode de 
détection ne permet pas la quantification de l’abondance des nématodes.  
L’approche par PCR quantitative (qPCR ou PCR en temps réel) permet de quantifier 
l’abondance d’un organisme. Cette méthode est largement utilisée dans de nombreux 
domaines comme la médecine et l’agriculture afin de quantifier des agents viraux, fongiques 
ou bactériens (Poddar, 2003; Wang et al., 2005). En agriculture, la qPCR est devenue 
indispensable pour de nombreuses expériences réalisées autant en laboratoire, en serre que 
sur le terrain. Par exemple, la qPCR a déjà été utilisée afin de déterminer les effets de 
différents traitements sur le potentiel reproductif de nématodes phytoparasites ou sur la 
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compétition entre espèces en quantifiant spécifiquement l’abondance relative des espèces de 
nématodes (Gao, 2006; Oliveira et al., 2011).  
Plusieurs méthodologies par qPCR ont été développées chez différentes espèces de nématode 
du genre Pratylenchus dont P. neglectus (Yan et al., 2013), P. thornei (Yan et al., 2012), P. xeae 
(Berry et al., 2008) et P. penetrans (Sato et al., 2007; Sato et al., 2011; Goto et al., 2011; Min 
et al., 2012; Mokrini et al., 2013). Par contre, une telle application n’existe pas pour P. alleni 
ou pour la quantification simultanée de P. penetrans et P. alleni. Le développement d’une telle 
méthode serait d’une grande utilité pour une gestion efficace de ces deux espèces.  
1.2.14 Principes théoriques de la qPCR  
 
L’approche par qPCR est semblable à la PCR traditionnelle. La majeure différence étant que la 
méthode qPCR permet de suivre en continue la détection de l’ADN amplifié et ne nécessite 
pas de manipulation post-amplification comme pour la PCR (Ginzinger, 2002; Poitras et 
Houde, 2002). Le suivi de l’amplification de l’ADN est possible grâce à l’utilisation de 
fluorophores. Les données de fluorescences sont enregistrées à chaque cycle d’amplification 
et représentent la quantité de produits amplifiés à ce cycle. Si l’on suit la fluorescence au 
cours du temps lors d’une qPCR, une augmentation la fluorescence est observée et la courbe 
de fluorescence obtenue suit la forme typique de la figure 4. La courbe se divise en trois 
phases distinctes : le bruit de fond, la phase exponentielle et le plateau. Dans la première 
phase, l’amplification est insuffisante pour générer un signal fluorescent supérieur au bruit de 
fond. Dans la phase exponentielle, le signal de fluorescence est supérieur au seuil de détection 
et la quantité de produits amplifiés double à chaque cycle. À la phase plateau (ou de 
22 
 
saturation), certaines composantes nécessaires à l’amplification deviennent limitantes et 
l’amplification n’est pas exponentielle. Le Cq est le cycle de quantification auquel la 
fluorescence a dépassé le seuil de détection (Heid et al., 1996).  
 
Figure 4: Courbe d’amplification qPCR typique d’une séquence ADN cible marquée par une 
sonde fluorescente (D’après Sigma qPCR Technical Guide, Sigma-Aldrich, 2008). 
 
1.2.14.1 Technologies de détection 
 
Il existe principalement deux technologies pour la détection et la quantification des 
amplicons : les agents se liant à l’ADN doubles brins et les sondes fluorescentes (Poitras et 
Houde, 2002). Le très connu fluorophore intercalaire SYBR Green fait partie de la première 
catégorie. À l’état libre, il n’exhibe que très peu de fluorescence. Or, à l’étape d’élongation de 
la PCR, il s’incorpore entre les deux brins de l’ADN et une augmentation de la fluorescence est 
observée. La technologie SYBR Green est moins coûteuse que l’autre technologie puisqu’elle 
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ne nécessite aucune expertise pour l’élaboration de la sonde fluorescente. Néanmoins, cette 
technologie ne permet pas de discriminer les différents amplicons présents, car SYBR Green 
n’est pas spécifique. Il se lie entre tous les doubles brins d’ADN (Poitras et Houde, 2002).  
Une des technologies associées avec l’utilisation de sondes fluorescentes se nomme 
l’hydrolyse de sondes TaqMan (Poitras et Houde, 2002). Les sondes TaqMan sont de petits 
oligonucléotides linéaires contenant un fluorophore à leur extrémité 5’ et un quencher à 
l’extrémité 3’ qui désactive l’état excité du fluorophore, donc qui empêche l’émission de la 
fluorescence lorsque la sonde est intacte. L’hydrolyse de sondes se base sur l’activité 5’-
exonucléase de l’enzyme d’amplification Taq polymérase. Plus précisément, la Taq polymérase 
dégrade les sondes fluorescentes qui ont été précédemment incorporées à la réaction et liées 
à la séquence qui sera amplifiée. C’est la dégradation des sondes fluorescentes hybridées à 
l’ADN qui permet la libération des fluorophores. Cette libération permet ainsi qu’un signal 
fluorescent soit émis. Le signal fluorescent est mesuré à chaque cycle d’amplification (Poitras 
et Houde, 2002). Chaque fluorophore émet une fluorescence unique (Figure 5). En raison du 
chevauchement des spectres de fluorescence, un nombre maximum de cibles peuvent être 
quantifiées dans une seule réaction (Tse et Capeau, 2003). Comme le marqueur fluorescent 
émet de la lumière proportionnellement à la concentration d’ADN amplifié, il est possible de 






Figure 5: Courbes d’émission de fluorophores communs (Tirée de Sigma qPCR Technical 
Guide, Sigma-Aldrich, 2008). 
1.2.14.2 Les stratégies de quantification : quantification absolue et relative 
 
Avec les résultats du qPCR, il est possible de quantifier l’ADN de façon absolue ou relative. La 
quantification absolue permet de déterminer la quantité absolue du nombre d’amplicons dans 
un échantillon. Celle-ci nécessite l’utilisation d’une courbe standard. La courbe standard 
représente les valeurs de Cq obtenues d’une dilution en série d’un échantillon standard à 
concentration connue en fonction du logarithme de la concentration de la séquence cible. Le 
Cq obtenu à partir d’un échantillon de concentration inconnue sera ainsi comparé à la droite 
(Tse et Capeau, 2003).  
Quant à elle, la quantification relative ne nécessite pas de courbe standard. Elle permet plutôt 
d’analyser la quantité d’amplicons cibles relativement à un gène de référence. Par 
conséquent, cette méthode de quantification ne permet pas d’exprimer le résultat final par 
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une valeur absolue comme pour la méthode de quantification absolue. Le résultat final 
s’exprime par un indice (Tse et Capeau, 2003).  
1.2.14.3 Structure de l’ADN ribosomique des nématodes 
 
L’ADNr (ADN ribosomique) est fréquemment utilisée comme marqueur moléculaire afin de 
révéler la variabilité génétique qui permet d’identifier le polymorphisme entre les espèces de 
nématode (Al-banna et al., 1997; Subbotin et al., 2001). Chez les eucaryotes, l’ADNr est formé 
de répétitions en tandem et comprend l’ADNr 18S, l’ADNr 5,8S et l’ADNr 28S, entre lesquelles 
se trouvent les ITS (Internal Transcribed Spacer) (Figure 6) (Hillis et Dixon, 1991). Chez les 
nématodes, les séquences des gènes 18S, 28S et 5,8S sont plus conservées que les séquences 
des ITS. De plus, la séquence de la grande sous-unité ribosomique (LSU, 28S) est plus variable 
que celle de la petite sous-unité (SSU, 18S et 5,8S) ce qui permet, avec plus de succès, 
d’inférer les relations phylogénétiques entre deux organismes d’une même espèce. Pour 


























Ce mémoire a pour objectif principal l’acquisition de connaissances sur le nématode des 
lésions P. alleni nouvellement découvert au Canada.  
Mes objectifs se présentent ainsi : 
1) Déterminer le spectre d’hôtes de P. alleni parmi huit cultures (le soya, le maïs, le seigle, le 
blé, la pomme de terre, la luzerne, le trèfle rouge et le millet) et dont la plupart sont 
considérées sensibles à P. penetrans. 
2) Déterminer le pouvoir pathogène de P. alleni dans trois types de sol : sable, argile et loam. 
3) Déterminer le taux de reproduction de P. alleni sur trois cultivars de soya commerciaux 
dont deux possédants une source de résistance aux NKS (PI88788 et Peking) et un sensible aux 
NKS dans les conditions climatiques actuelles et futures (horizons 2046-2065 et 2081-2100) et 
déterminer si les sources de résistances PI88788 et Peking ont une influence sur la 
reproduction de P. alleni. 
4) Développer une méthodologie pour la quantification simultanée de P. penetrans et de P. 




1) À la lumière des études antérieures, le potentiel reproducteur de P. alleni varie selon la 
plante hôte. 
2) Les espèces du genre Pratylenchus, dont P. penetrans, ont généralement un taux de 
reproduction plus élevé dans un substrat sableux. P. alleni aura ainsi un taux de 
reproduction élevé dans un substrat de ce type.  
3) Les changements climatiques prévus pour les horizons 2046-2065 et 2081-2100 
influenceront positivement la reproduction de P. alleni sur le soya. De plus, les soyas 
possédant une des sources de résistance, PI88788 ou Peking, n’auront pas ou peu 
d’effets sur la reproduction de P. alleni. 
4) La méthode de quantification par PCR quantitative développée permettra de 





Chapitre 2 : Pratylenchus alleni : plantes hôtes potentielles et importance de la 




La connaissance de la spécificité parasitaire d’un nématode phytoparasite et de l’influence des 
facteurs édaphiques sur les relations plantes-nématodes est nécessaire pour développer une 
gestion efficace des nématodes ravageurs. Les objectifs de cette étude étaient de déterminer 
la convenance de 1) huit cultures communes du nord-est de l’Amérique du Nord (le soya, le 
maïs, le seigle, la pomme de terre, le trèfle rouge, le millet, le blé et la luzerne), et 2) trois 
types de sol (sable, argile, loam) sur la reproduction de Pratylenchus alleni, un nématode 
endoparasite migrateur des racines exotique au Canada. Les densités de population finale ont 
montré que P. alleni est polyphage puisque l’espèce parasite avec succès le soya, le maïs, la 
pomme de terre, le millet et le blé. Au contraire, le trèfle rouge et la luzerne ont été classés 
comme des plantes non-hôtes de P. alleni. Celles-ci pourraient être envisagées comme 
cultures de rotation en champs. De plus, la reproduction de P. alleni était favorisée dans un 
substrat argileux, sans être inhibée dans les substrats de sable et loam. Ces résultats 
suggèrent que P. alleni pourrait devenir problématique dans les régions agricoles de l’est du 





2.2 Introduction  
 
Le nématode des lésions Pratylenchus alleni Ferris, un endoparasite migrateur des racines, a 
été répertorié dans sept pays répartis sur quatre continents et a été associé à de nombreuses 
plantes incluant des cultures fourragères et maraîchères (Singh et Jain, 1984; Van der Berg et 
Cadet, 1992, Doucet et al., 2005; Bélair et al., 2013). Considéré rare au Canada, P. alleni n’a 
été détecté qu’au sud de la province de Québec dans un champ de soya en rotation avec du 
maïs et du blé au cours de l’année 2011 (Bélair et al., 2013). Dans ce champ, il a occasionné 
des pertes de rendement variant entre 38 et 54% comparativement aux parcelles 
asymptomatiques voisines. D’après une étude sur le statut de parasite de P. alleni sur un 
éventail de cultures, son taux de multiplication (population finale/population initiale) est élevé 
sur le haricot vert, la tomate, le blé, le soya, le maïs et la pomme de terre, alors qu’il est faible 
sur la luzerne, le coton et le chou (Wartman et Bernard, 1985). Au-delà de ces informations, P. 
alleni a été peu étudié. L’un des principaux moyens de gestion des nématodes des lésions est 
la rotation de cultures sensibles avec des plantes non-hôtes permettant ainsi la réduction des 
populations sous un seuil économique de dommages (Rodrigues et al., 2014; Forge et al., 
2015).  
Parmi les conditions abiotiques, les facteurs édaphiques ont des incidences sur la distribution 
et la reproduction des nématodes du sol. Par exemple, puisque les nématodes se déplacent à 
travers les espaces poreux du sol, la texture et la structure du sol influencent leur dispersion 
et leur pénétration à l’intérieur des racines (Townshend, 1972; Norton, 1989; Neher, 2010). 
De façon générale, les nématodes du sol préfèrent les substrats de types sableux 
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comparativement aux sols argileux, lesquels se caractérisent par des pores de faibles 
diamètres et une capacité de rétention en eau élevée (Wallace, 1966). Les sols lourds, plus 
enclins à être saturés en eau et mal oxygénés, auraient des effets préjudiciables sur les 
nématodes (Neher, 2010).  
Le but de cette étude est, premièrement, de déterminer la convenance de huit cultures 
communes de l’agriculture du nord-est de l’Amérique du Nord comme plantes hôtes de P. 
alleni et, deuxièmement, de déterminer l’influence de trois types de sol sur sa reproduction en 
conditions contrôlées. Ces informations permettront d’anticiper le potentiel d’établissement 
de P. alleni dans de nouvelles régions agricoles et d’envisager des pistes de solution pour 
limiter son expansion et favoriser le contrôle de ses populations. 
 
2.3 Matériel et méthodes 
 
2.3.1 Culture in vitro de P. alleni sur racines excisées  
Des graines de maïs de variété Extra Early Super Sweet (Stokes Seeds, Thorold, Ontario) ont 
été stérilisées en les immergeant dans de l’éthanol (80%) pour 30 minutes, puis dans de l’eau 
de javel (15%) pour 10 minutes et, finalement, en les rinçant avec de l’eau distillée stérile lors 
de trois rinçages consécutifs de 5 minutes chacun. Les graines stériles ont ensuite été 
déposées dans un milieu de germination de Nutrient Agar (Sigma-Aldrich, 23 g/L) coulé dans 
des boîtes de pétri sous conditions stériles (à raison de 6 graines/boîte). Les boîtes ont été 
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incubées dans un cabinet de croissance (Sanyo) maintenu à 25°C durant 5 jours en noirceur 
continue.  
Après 5 jours, les racines ont été coupées à une distance de 1 cm à partir de l’apex et 
déposées sur des géloses composées de Gamborg-B5 (3,2 g/L, Sigma-Aldrich), de sucrose (20 
g/L) et de Phytagel (6 g/L, Sigma-Aldrich). Dix géloses ont été scellées et incubées dans un 
cabinet de croissance (Sanyo) à 30°C pour deux semaines à l’obscurité. Après ce délai et 
toujours sous conditions stériles, trois morceaux de gélose de 1 cm² prélevés dans un élevage 
in vitro de P. alleni (originaire de Saint-Anicet, Québec, Canada) contenant tous les stades de 
développement ont été déposés à proximité des racines. Ces boîtes de pétri ont été de 
nouveau scellées et incubées aux mêmes conditions. Après un délai de 2 à 4 mois, le nombre 
de P. alleni contenu dans les géloses a été estimé visuellement avec une loupe binoculaire. 
Plus de 100 000 nématodes par gélose ont été estimés, ainsi, un total de 2 géloses par 
expérience a été jugées nécessaires puisque 180 000 et 120 000 P. alleni seront inoculés lors 
de chacune des répétitions du test sur la convenance d’hôtes et pour le test sur l’influence du 
type de sol respectivement.  
2.3.2 Extraction de P. alleni des milieux de culture et inoculation des plantules  
Pour chacun des tests, 2 géloses ont été coupées en morceaux de 1 cm² et placées sur un 
tamis de 75 µm imbriqué sur un tamis de 20 µm. Les morceaux des deux boîtes ont été rincés 
avec de l’eau du robinet et les nématodes ont ainsi été récupérés sur le tamis de 20 µm et 
transférés dans un bécher de 500 mL. Un millilitre de solution de nématodes a été pipetée et 
transférée dans une coupelle à loupe binoculaire afin d’estimer le nombre de P. alleni viable 
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par mL. Cette étape a été répétée cinq fois afin d’estimer la densité de P. alleni dans le bécher. 
Subséquemment, la quantité (en mL) pour obtenir 2000 nématodes/ kg de sol sec a été 
déterminée. Ce ratio a été choisi parce qu’il représente un ratio plus élevé que le seuil de 
dommage économique estimé pour P. penetrans de 1000 larves/ kg de sol sec (McKeown et 
Potter, 2001). Lors des deux expériences, les volumes de suspension aqueuse de nématodes 
contenant tous les stades de développement, tel que déterminé plus haut, ont été déposés 
dans deux trous de 1 cm de diamètre et de 4 cm de profondeur, disposés à 1 cm de part et 
d’autre de la tige de la plante, deux semaines après l’émergence des plantes de tous les pots. 
L’inoculation à cette période assure la présence de racines pour P. alleni.  
2.3.3 Expérience 1 : Hôtes potentiels de P. alleni 
L’expérience 1 a été réalisée sous conditions contrôlées en serre au Centre de recherche et 
développement de Saint-Jean-sur-Richelieu d’Agriculture et Agroalimentaire Canada. Un total 
de huit cultures (traitement) communes en Amérique du Nord, la plupart étant considérées 
comme hôtes sensibles au nématode des lésions le plus commun de l’Est canadien, P. 
penetrans, à l’exception du millet perlé, ont été choisies. Chaque traitement a été répliqué 10 
fois et l’expérience entière répétée 2 fois dans le temps. (Tableau IV). Les 80 pots de 15 cm de 
diamètre ont été remplis avec 1 kg de substrat pasteurisé composé de sable et de terre noire 
(3 :1). Les pots ont été disposés selon un plan d’expérience complètement aléatoire dans la 
serre. Afin de standardiser la grosseur des plantules de pommes de terre, des germes de 
grosseurs équivalentes ont été prélevés en coupant les tubercules qui ont ensuite été séchés 
pour 24 heures. Les semences et germes ont été semés afin d’obtenir un seul plant de millet, 
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maïs, soya et pomme de terre par pot et trois plants de trèfle rouge, luzerne, seigle et blé par 
pot.  
Tableau IV: Liste des plantes utilisées pour le test d’hôtes potentiels de Pratylenchus alleni. 
 
¹N/D : Non-disponible 
 
Les conditions en serre ont été programmées et maintenues à 16 heures de lumière et 8 
heures d’obscurité et à des températures minimales et maximales de 18/24˚C. Les plants ont 
été arrosés quotidiennement selon leur besoin et fertilisés quotidiennement avec une dilution 
N-P-K 20-8-20 du lundi au jeudi et une dilution 14-0-14 le vendredi. L’expérience a été répétée 
deux fois dans le temps. La première répétition s’est déroulée de novembre 2014 à janvier 
2015 et de juin à août 2015 pour la seconde répétition. Les deux répétitions ont pris fin 90 
jours après l’inoculation de P. alleni s’assurant ainsi qu’il complète au moins deux générations.  
 
Famille Nom commun Espèce Cultivar Source 
Fabaceae Luzerne cultivée Medicago sativa Algonquin 
Fournisseur 
local 
Fabaceae Trèfle rouge Trifolium pratense N/D¹ N/D 
Fabaceae Soya Glycine max P90Y90 
Pioneer Hi-Bred 
Ltd. 
Poaceae Blé d'automne Triticum aestivum Brome 
Fournisseur 
local 
Poaceae Maïs Zea mays Extra Early Super Sweet 
Stoke Seeds 
Ltd. 
Poaceae Millet perlé Pennisetum glaucum CFPM101 AERC Inc. 
Poaceae Seigle d'automne Secale cereal Danko 
Fournisseur 
local 





2.3.4 Expérience 2 : Effet de la texture du sol sur la reproduction de P. alleni 
L’expérience 2 n’a pas été répétée dans le temps. Deux cultures ont été sélectionnées soit le 
maïs cv. Extra Early Super Sweet (Stokes Seeds Ltd., Thorold, Ontario) et le soya cv. P90Y90 
(Pioneer Hi-Bred Ltd., Johnston, Iowa). Ces cultures sont cultivées en alternance dans le 
champ de St-Anicet où P. alleni a été découvert pour la première fois au Canada. Elles ont été 
semées dans trois types de sol (traitement) différent selon une analyse granulométrique, soit 
un sol argileux, un sol sableux et un loam provenant de Saint-Jean-sur-Richelieu, Québec 
(Tableau V). Chaque traitement a été répliqué dix fois pour chacune des deux cultures. Les 60 
pots de 15 cm de diamètre ont été remplis avec l’un des trois substrats préalablement 
pasteurisés. Les pots remplis avec le loam et l’argile ont été standardisés avec 1350 g de sol 
sec et le sable avec 1450 g. Les pots ont été disposés selon un plan d’expérience 
complètement aléatoire dans la serre. Les graines ont été semées afin d’obtenir un plant de 
maïs ou de soya par pot.  
Tableau V: Classification des trois types de sol sélectionnés selon une analyse granulométrique 
pour déterminer l’influence du type de sol sur la reproduction du nématode des lésions 
Pratylenchus alleni. 







Loam 42 34 24 
Argile limoneuse 14 39 47 
Sable 90 8 2 
 
Les conditions en serre ont été programmées et maintenues à 16 heures de lumière pour 8 
heures d’obscurité et à des températures minimales et maximales de 19/26˚C. Les plants ont 
été arrosés quotidiennement selon leur besoin et fertilisés quotidiennement comme 
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l’expérience 1. L’expérience a pris fin 90 jours après l’inoculation de P. alleni et s’est déroulée 
de juillet à octobre 2015. 
2.3.5 Extraction des larves du sol et des racines 
Afin d’échantillonner les populations de nématodes, les parties aériennes des plantes de 
chaque pot ont été coupées et les racines ont été séparées du sol. Pour les pots contenant 3 
plants, les racines des 3 plants ont été regroupées en un seul échantillon. Les nématodes ont 
été extraits du sol et des racines respectivement par les méthodes de l’assiette de Baermann 
et de la chambre à brouillard (Figures 7 et 8) (Seinhorst, 1950; Townshend, 1963). Pour la 
chambre à brouillard, les racines humides ont été coupées en sections de 1 cm et environ 15g 
de ces racines a été choisi de façon aléatoire pour être utilisé en chambre à brouillard à 22˚C; 
les racines étant maintenues humides avec une bruine toutes les cinq minutes pour deux 
semaines afin de lessiver les larves des racines. Les nématodes ont été recueillis dans un 
entonnoir et une bouteille placés sous les racines. Suite à l’extraction, les racines utilisées dans 
la chambre à brouillard et celles restantes ont été séchées 3 jours à 70˚C et pesées. En ce qui 
concerne les nématodes présents dans le sol, deux extractions ont été réalisées en prélevant 
deux échantillons de 100 cm³ de sol. Ce sol a été placé entre deux couches de papier de type 
essuie-tout immergées dans environ 150 mL d’eau du robinet pour une semaine à 
température ambiante. Les deux échantillons de sol et le sol restant de chaque pot ont été 
séchés 3 jours à 70°C et pesés. Les nématodes en suspension extraits par les deux techniques 
ont ensuite été recueillis par sédimentation dans des éprouvettes et transférés dans une 
coupelle à binoculaire pour être dénombrés sous une loupe binoculaire. Une estimation du 
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nombre total de nématodes dans le sol et dans les racines a ensuite été calculée à l’aide des 
poids secs racinaires et de sol. Le nombre de nématodes (juvéniles et adultes) extraits du sol a 
été additionné au nombre de nématodes dans les racines afin de déterminer la densité de 
population finale (Pf) de chaque pot.  
 
 
Figure 7: Schéma de la technique d’extraction de l’assiette de Baermann. 
 
 
Figure 8 : Méthode d’extraction de la chambre à brouillard. 
 
2.3.6 Analyses statistiques  
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide des logiciels RStudio (RStudio Inc. 
version 0.99.893, Boston, É.-U.) et XLSTAT 2016 (Addinsoft, New York, É.-U.). Pour l’expérience 
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sur la convenance d’hôte, les données résultantes Pf (population finale) pour chaque culture 
ont été comparées entre les deux répétitions par des tests de t de Student afin de voir si 
l’effet bloc des répétitions dans le temps ont un effet sur les densités de populations finales 
d’une même culture. L’effet de la répétition dans le temps a été associé avec une 
hétérogénéité des données Pf entre les répétitions pour la pomme de terre, la luzerne et le 
trèfle rouge (Test t de Student, n=10, P<0,05). En raison de cette différence significative entre 
les deux répétitions dans le temps, les analyses statistiques ont été réalisées séparément 
comme deux expériences indépendantes.  
Pour les deux expériences, les données d’abondance de nématodes et de poids secs racinaires 
ont été transformées au besoin selon ln(x+c) afin de satisfaire aux exigences de l’analyse de la 
variance (ANOVA). Le test de Shapiro-Wilk a permis de tester la normalité des données et le 
test de Bartlett a permis de tester l’homogénéité des variances. Pour l’expérience sur la 
convenance d’hôtes, le test de comparaisons multiples de Duncan (P=0,05) a été utilisé afin de 
déterminer les différences significatives entre les Pf de chaque plante hôte. Dans l’expérience 
sur l’influence du type de sol, le test de comparaisons multiples de Duncan (P=0,05) a été 
utilisé afin de déterminer les différences significatives entre les Pf des trois types de sol et 
entre les poids secs racinaires. Les figures et tableaux représentent les moyennes (x±̅ erreur-







2.4.1 Expérience 1 : 
Dans la répétition 1, les populations finales de P. alleni étaient significativement plus élevées 
sur la pomme de terre que sur les sept autres cultures (Figure 6). Aucune différence 
significative n’a été observée entre les populations finales de P. alleni sur le blé, le maïs et le 
soya, lesquelles étaient significativement plus élevées que celles retrouvées sur le millet, le 
seigle, la luzerne et le trèfle rouge (ANOVA ; F=14,70, ddl=7, P<0,0001). Dans la deuxième 
répétition, P. alleni se retrouvait significativement en plus grande quantité sur le maïs, la 
pomme de terre, le soya, le blé et le millet que sur le trèfle rouge et la luzerne (ANOVA ; 





Figure 9: Densités de population finale (Pf) moyennes (x ̅±erreur-types) de Pratylenchus alleni  
sur huit cultures estimées 90 jours suivant l’inoculation de 2000 nématodes. Pour une même 
répétition, les données suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes (P> 
0,05) selon le test de comparaisons multiples de Duncan. 
 
2.4.2 Expérience 2 
Le type de sol affecte les densités de population finale de P. alleni sur le soya et le maïs 
(Tableaux VI et VII). Les populations de P. alleni dénombrées étaient significativement plus 
élevées dans l’argile que dans le sable autant sur le maïs que le soya (ANOVA; Maïs, F=5,62, 
ddl=2 P<0,01;  Soya, F=8,67, ddl=2, P<0,001). Pour le soya, aucune différence de densité de 
population finale n’a été détectée entre l’argile et le loam. Pour le maïs, aucune différence 






























































secs racinaires n’étaient pas significativement différents chez le maïs et le soya, 
respectivement (P>0,05). 
Tableau VI: Densité de population finale de Pratylenchus alleni et poids secs racinaires 
mesurés sur le soya cv. P90Y90 dans trois types de sol 90 jours suivant l’inoculation. 
Type de sol 
Densité de population 
finale 
(Pf)¹± ES² 
Poids secs racinaires 
(g) ± ES 
Argile 1849,06± 269,09 a³ 3,17± 0,39 a 
Loam 1301,20± 180,00 a 2,27± 0,23 a 
Sable 648,46± 141,92 b 3,31± 0,47 a 
¹Données non transformées ; moyenne de 10 réplicats. ²ES = erreur-type. ³Les données suivies de la même lettre ne sont 
pas significativement différentes (P> 0,05) selon le test de comparaisons multiples de Duncan. 
 
 
Tableau VII: Densité de population finale de Pratylenchus alleni et poids secs racinaires 
mesurés sur le maïs cv. Extra Early Super Sweet dans trois types de sol 90 jours suivant 
l’inoculation. 
Type de sol 
Densité de population 
finale 
(Pf)¹± ES² 
Poids secs racinaires 
(g) ± ES 
Argile 5249,44± 1941,78 a³ 15,61± 2,42 a 
Loam 1303,61± 396,95 b 15,06± 3,53 a 
Sable 1154,01± 206,75 b 23,47± 5,60 a 
¹Données non transformées ; moyenne de 10 réplicats. ²ES = erreur-type. ³Les données suivies de la même lettre ne sont 




La présente étude génère de l’information concernant les convenances d’hôte de P. alleni et 
l’influence du type de sol sur sa reproduction. Pour l’étude sur la convenance d’hôtes, les 
résultats des deux répétitions dans le temps ont été rapportés séparément en raison des 
différences entre les résultats obtenus. Ces différences de sensibilité des plantes aux 
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nématodes sont probablement reliées aux variations saisonnières dans les conditions de 
croissance principalement la température et la luminosité. Malgré ces différences, l’habileté 
de P. alleni à parasiter le soya, le millet perlé, le maïs, la pomme de terre et le blé démontre la 
polyphagie de ce nématode. Sa pathogénicité sur le soya avait déjà été établie (Ferris et 
Bernard, 1962; Acosta et Malek, 1979). Dans l’ensemble, nos résultats confirment les 
observations de Wartman et Bernard (1985) qui ont rapporté une reproduction plus élevée de 
P. alleni sur la pomme de terre, le soya et le maïs que sur la luzerne. Résultat étonnant, nous 
avons observé une reproduction de P. alleni sur le millet perlé. Cette culture a été introduite 
en rotation dans les régions agricoles du Québec pour réduire les densités de population de P. 
penetrans, espèce la plus observée dans les parcelles de grandes cultures au Québec 
(Dauphinais et al., 2005). L’identification d’une culture alternative ciblant la réduction 
simultanée des populations de P. penetrans et P. alleni est donc de mise. Nos résultats ont 
permis d’identifier quelles sont les cultures de rotation les plus problématiques en termes de 
reproduction de P. alleni et d’identifier des cultures non-hôtes. Étant donné la faible capacité 
de reproduction de P. alleni sur la luzerne et le trèfle rouge, ceux-ci pourraient être proposés 
comme culture de rotation afin de réduire les populations de P. alleni dans les champs 
infestés. Des tests de rotation devront cependant être réalisés en alternant des hôtes 
sensibles et des plantes non-hôtes afin de valider nos résultats en grandes parcelles et 
d’établir des plans de rotation efficaces à suggérer aux producteurs. De plus, des tests avec 
des cultivars différents de ceux utilisés devront être réalisés puisque l’effet sur la reproduction 
du nématode peut être considérablement différent selon le cultivar (Machado et Filho, 2016; 
Rios et al., 2016).  
42 
 
À l’exception de la pomme de terre de la répétition 1, toutes les densités de population finale 
estimées sont inférieures aux densités d’inoculation. Bien que ce résultat puisse paraître 
surprenant, il n’était pas inattendu. En effet, ce résultat s’explique en grande partie par le 
faible pourcentage d’efficacité de la méthode de récupération des nématodes dans le sol, 
l’assiette de Baermann, méthode standard d’extraction des nématodes, sous-estime les 
densités de population finale (Whitehead et Hemming, 1965; McSorley et Walter, 1991) 
puisqu’elle ne permettrait la récupération que de 30% des nématodes présents dans 
l’échantillon de sol (McSorley et Walter, 1991). De plus, les faibles Pf peuvent être la 
conséquence d’une surestimation du nombre de nématodes qui ont été inoculés. Inclure tous 
les stades de vie dans un inoculum tend à surestimer les nématodes qui peuvent parasiter les 
racines et donc contribuer à la production d’une seconde génération. À la lumière de cette 
étude, nos estimations des Pf des deux expériences sont possiblement largement sous-
estimées, mais n’interfère, en aucun cas, avec les comparaisons entre les traitements. 
Pratylenchus alleni complète son cycle de vie entre 20 et 60 jours selon la température et 
après 90 jours, il aurait atteint une deuxième génération au minimum sous les régimes 
climatiques utilisés. Dans la serre, la température journalière moyenne était de 21°C, soit sous 
la température optimale de reproduction de 30°C de P. alleni (Acosta et Malek, 1979). Malgré 
une température sous-optimale, P. alleni devrait avoir un taux de multiplication beaucoup plus 
élevé sous les régimes climatiques utilisés. Selon Acosta et Malek (1979), P. alleni possède un 
facteur de reproduction moyen de 5,1 à température constante de 20°C sur le soya croissant 
dans un loam sableux durant 75 jours. Ces résultats indiquent que les régimes de 
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températures utilisés ne devraient pas avoir un effet négatif prépondérant sur sa 
reproduction. La méthode d’extraction des nématodes du sol a possiblement eu une influence 
plus importante sur les données Pf que les températures utilisées en serre.   
L’influence du type de sol sur le développement de P. alleni a été évaluée avec le maïs et le 
soya. Ces deux cultures représentent la plus grande superficie récoltée au Québec en 2015 
(approximativement 738 000 hectares), et étaient aussi les deux cultures en rotation dans le 
champ où P. alleni a été découvert au Québec (Bélair et al., 2011; Institut de la statistique du 
Québec, 2015). Pour le maïs, la densité de population finale de P. alleni s’est avérée 5,4 fois 
plus élevée dans un sol de type argileux que dans le sable, alors que pour le soya, la densité de 
population finale s’est avérée 2,8 fois plus élevée dans l’argile que dans le sable. En général, 
les nématodes phytophages, incluant les espèces du genre Pratylenchus, sont davantage 
retrouvés dans des sols sableux (Norton et al., 1971; Zivakparvar et al., 1980; Choshali et al., 
2015) qui sont les plus adaptés aux mouvements de P. penetrans (Townshend et Weber, 
1971). Peu d’études ont rapporté des taux de reproduction de Pratylenchus plus élevés dans 
un substrat d’argile ; les seules exceptions concernent P. thornei, P. neglectus et P. helophilus 
(Seinhorst, 1959; Grandison et Wallace, 1975; Thompson et al., 2010).  
Les sols du sud-ouest du Québec sont généralement caractérisés par une texture de loam à 
loam sableux ou d’argile (Carte pédologique, feuillet 31G01101, IRDA). Malgré des densités de 
population finale plus élevées dans l’argile, les résultats démontrent que P. alleni peut tout de 
même se reproduire dans trois types de sol utilisés (sable, loam et argile). Ainsi, les sols du 
sud-ouest du Québec pourraient favoriser la reproduction de P. alleni et son établissement 
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vers d’autres régions agricoles. Les échantillonnages en cours dans toutes les régions du 
Québec afin d’établir une première carte de distribution de P. alleni permettront d’établir si 
nos résultats de préférence de types de sol sont transférables au champ.  
En ce qui concerne les poids secs racinaires du maïs et du soya, aucune différence n’a été 
observée entre les trois types de sol. Les faibles densités de population ne permettaient 
probablement pas d’infliger des dommages significatifs sur les racines des plantes hôtes. 
2.6 Conclusion 
 
Nos résultats ont confirmé le statut polyphage de P. alleni, lequel pourrait devenir 
problématique dans les systèmes agricoles dans l’est du Canada caractérisés par une 
alternance maïs et soya. La rotation des cultures avec des plantes non-hôtes comme la luzerne 
et le trèfle rouge pourrait être une solution à envisager pour limiter le développement des 
populations sous le seuil de dommages. Finalement, nos résultats ont montré que les sols de 
type argileux, sableux et le loam présents au Québec permettront la reproduction de P. alleni, 








Chapitre 3 : Reproduction de Pratylenchus alleni sur trois cultivars de soya dans un 




Le nématode Pratylenchus alleni a été découvert pour la première fois au Canada en 2011 au 
même endroit où le nématode à kyste du soya (NKS), Heterodera glycines, a été découvert en 
2013. Ce dernier, important ravageur des cultures de soya, amène les producteurs à choisir 
des cultivars de soya possédant une source de résistance à H. glycines. À ce jour, aucune 
source de résistance n’a été découverte pour P. alleni, mais il y lieu de se demander si 
l’utilisation des cultivars résistants aux NKS aura un impact sur la gestion de P. alleni. Dans 
cette étude, P. alleni a été inoculé sur trois cultivars de soya dont deux issus de parents 
résistants aux NKS (S14-M4 et P19T01R) et un sensible aux NKS (P90Y90) soumis pour 90 jours 
à trois conditions climatiques différentes simulant les conditions actuelles et les conditions des 
horizons 2046-2065 et 2081-2100 prédites par le Groupe d’experts intergouvernemental sur 
l’évolution du climat (GIEC). Les résultats ont montré que la taille finale des populations de P. 
alleni (individus/g de racines sèches) était plus élevée lorsque soumis aux températures du 
futur que dans les conditions climatiques actuelles. Par exemple, la reproduction de P. alleni 
était 2,6 fois plus élevée dans les conditions du futur (T3) que dans les conditions actuelles 
(T1). De plus, les cultivars résistants engendraient une certaine réduction de la reproduction 
de P. alleni comparativement au cultivar sensible dans les conditions du futur. En effet, dans 
les conditions du futur, la reproduction de P. alleni sur P90Y90 était 1,81 fois plus élevée que 
sur S14-M4 et 1,47 fois plus élevée que sur P19T01R. En conclusion, les conditions climatiques 
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attendues d’ici 2100 permettront à P. alleni de se reproduire davantage et pourraient 
favoriser son établissement vers d’autres régions productrices de soya, mais les cultivars 




La production de soya au Canada augmente de plusieurs milliers d’hectares chaque année 
(Statistique Canada, 2015). Les CC devraient favoriser encore plus cette expansion aux 
latitudes plus élevées (Bootsma et al., 2005). Malheureusement, plusieurs parasites causent 
d’importantes pertes de rendement à cette culture et pourraient profiter des CC pour s’établir 
sur celle-ci. Les espèces exotiques comme le nématode Pratylenchus alleni seront 
particulièrement à surveiller puisque le réchauffement climatique sera propice à son 
établissement.  
La lutte génétique par l’utilisation de cultivars possédant des gènes de résistance est une 
solution efficace pour réduire certaines populations de nématodes phytoparasites (Matsuo et 
al., 2012). Toutefois, très peu de gènes de résistance ont été identifiés et validés à ce jour 
pour les espèces du genre Pratylenchus. Or, pour le nématode à kyste du soya (NKS), 
Heterodera glycines, une espèce sympatrique, une sélection de cultivars résistants est 
disponible (Klink et al., 2009; Matsuo et al., 2012). Ce nématode, important ravageur des 
cultures de soya des États-Unis et de l’Ontario au Canada, a été détecté pour la première fois 
dans la province de Québec en 2013 au même endroit que P. alleni (Mimee et al., 2014). Cette 
problématique amène ainsi les producteurs canadiens à choisir de plus en plus des cultivars de 
47 
 
soya avec des gènes de résistance aux NKS. C’est pourquoi il y a lieu de se demander si 
l’utilisation de ces cultivars aura un impact sur la gestion de P. alleni.  
Étant donné que les températures de surface prévues d’ici 2100 seront de quelques degrés 
supérieures aux températures actuelles et se rapprocheront de la température optimale de 
reproduction de P. alleni (30°C; Acosta et Malek, 1979), le but de cette étude est de 
déterminer le potentiel de P. alleni à se reproduire sur trois cultivars de soya, dont deux issus 
de parents résistants aux NKS (PI88788 et Peking), et un considéré sensible aux NKS. Tout cela 
dans un contexte de changements climatiques, afin d’anticiper le comportement futur de P. 
alleni et d’assurer la pérennité de cette culture.  
 
3.3 Matériel et méthodes 
 
3.3.1 Plan d’expérience, cultivars et régimes climatiques  
 
L’expérience a été réalisée sous conditions contrôlées en cabinets de croissance au Centre de 
recherche et développement de Saint-Jean-sur-Richelieu d’Agriculture et d’Agroalimentaire 
Canada. Trois cultivars de soya commerciaux ont été sélectionnés selon leur source de 
résistance aux NKS, dont deux cultivars issus de parents résistants aux NKS (S14-M4 et 
P19T01R) et un sensible aux NKS (P90Y90; Tableau VIII). Un total de 72 graines de chaque 
cultivar a été utilisée (36 témoins et 36 inoculés avec P. alleni). La germination des semences a 
été réalisée dans des papiers de type essuie-tout humides dans un cabinet de croissance 
maintenue à 28˚C pour 3 jours. Le tiers des germes de chacun des cultivars a été répartit dans 
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trois cabinets de croissance soumis à trois régimes de températures et concentration en CO2 
différents représentant les conditions climatiques actuelles moyennes pour la région du sud 
du Québec (T1), les conditions attendues pour l’horizon 2046-2065 (T2) et pour l’horizon 
2081-2100 (T3) (Tableau IX; GIEC, 2014). Chaque germe a été planté dans un tube Ray Leach 
Cone-tainerMC (Stuewe & Sons, Inc., Oregon, modèle SC10L : 3,8 cm de diamètre par 21 cm de 
profondeur) contenant 200 g de mélange de sable sec (1 sable de plage : 1 sable de 
maçonnerie). Les tubes remplis de sable ont été placés verticalement dans des chaudières (30 
cm de diamètre par 28 cm de haut) contenant un fond de deux cm d’épaisseur de Turface 
MVP (Turface Athletics, Illinois) (pour un total de 36 tubes/chaudière). Ainsi, six chaudières 
ont été nécessaires (2 chaudières/cabinet de croissance). Du mélange de sable a ensuite été 
placé dans l’espacement entre les tubes verticaux. La répartition des traitements (cultivars) à 
l’intérieur de chaque chaudière suivait un plan entièrement aléatoire. De plus, le choix des 
plants témoins et des plants inoculés était entièrement aléatoire dans chacun des cabinets de 
croissance. La photopériode des chambres de croissance a été maintenue à 16 heures de 
lumière pour 8 heures d’obscurité. Les plants ont été arrosés quotidiennement selon leur 
besoin en eau et fertilisés quotidiennement avec une dilution N-P-K 20-8-20 du lundi au jeudi 
















P19T01R Pioneer Hi-Bred Ltd. 
(Mississauga, Ontario) 
1,9 PI88788 RR BR 
S14-M4 
Syngenta Canada, Inc. 
(Guelph, Ontario) 
1,4 Peking RR2Y BL 
P90Y90 





¹Temps qu’un plant prend pour arriver à la maturité, le chiffre avant la virgule indique le groupe de maturité et le chiffre après la virgule 
classifie la maturité à l’intérieur du groupe. ²NKS=nématode à kystes du soya. ³RR=Roundup ReadyMD, RR2Y= Roundup Ready 2 yield MD. 
4BR=brun, BL=noir. 
 
Tableau IX: Régimes climatiques des trois cabinets de croissance. 
T1 : conditions actuelles moyennes 
T2 : conditions de l’horizon 2046-
2065 ² 
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3.3.2 Extraction de P. alleni des milieux de culture et inoculation des plantules 
Les besoins en P. alleni ont été estimés à 21 600 nématodes par répétitions dans le temps. Les 
P. alleni ont été extraits des élevages in vitro comme décrits au chapitre 2.3.1. Ils ont été 
transférés dans un bécher 300 mL et le volume final a été ajusté à 200 mL avec de l’eau du 
robinet. Un millilitre de la solution de nématode a été prélevé et déposé dans une coupelle à 
binoculaire afin de dénombrer le nombre de P. alleni. Cette étape a été répétée cinq fois afin 
d’estimer la densité de nématodes dans le bécher. Subséquemment, la quantité à prélever 
pour obtenir 200 P. alleni a été déterminée. Puisque le seuil de dommage économique de P. 
alleni n’a pas été déterminé, la quantité de 200 P. alleni/200g de sol sec représente le seuil de 
dommage économique de P. penetrans de 1 nématode/g de sol sec (McKeown et Potter, 
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2001). Les volumes d’inoculation nécessaires pour les répétitions 1 et 2 étaient donc de 0,37 
et 0,73 mL. Ces volumes de la suspension aqueuse de nématodes ont été déposés à côté de la 
moitié des plantules de chacun des trois cultivars pour les trois chambres de croissance au 
moment de la transplantation des plantules. 
3.3.3 Extraction de P. alleni du sol et des racines 
L’expérience s’est terminée 90 jours suivant l’inoculation des nématodes. Les parties 
aériennes des plants ont été coupées et les racines ont été séparées du sol. Les nématodes 
ont été extraits du sol et des racines par les méthodes de l’assiette de Baermann et de la 
chambre à brouillard tel que décrites au chapitre 2.3.5 à l’exception que la totalité du sol et 
des racines de chaque tube a été utilisée. Suite à l’extraction, les racines ont été séchées 
durant 3 jours à 70˚C et pesées. Les nématodes ont été dénombrés sous une loupe binoculaire 
afin d’évaluer les populations finales (Pf) et les Pf/g de racines sèches ont été calculées. Les 
données des deux répétitions dans le temps ont été regroupées pour les analyses statistiques.  
3.3.4 Analyses statistiques  
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel XLSTAT 2016 (Addinsoft, 
New York, É.-U). Les données Pf/g de racines sèches ont été transformées selon ln(x+c) afin de 
satisfaire aux exigences du test de l’analyse de la variance à deux facteurs (ANOVA). Le test de 
Shapiro-Wilk a permis de tester la normalité des données et le test de Bartlett a permis de 
tester l’homogénéité des variances. Le test de comparaisons multiples de Duncan (P=0,05) a 
été utilisé afin de déterminer les effets du régime climatique, du cultivar et de l’interaction 
entre les deux sur P. alleni. Pour les données Pf/g de racines sèches, une ANOVA à trois 
51 
 
facteurs suivie du test de comparaisons multiples de Duncan (P=0,05) a été utilisé pour 
déterminer l’effet du régime climatique, du cultivar, du traitement (inoculé ou témoin) et de 
l’interaction entre chacun sur les poids secs racinaires. Les Pf/g de racines sèches moyennes 
ont été présentées avec l’erreur-type calculée sur la moyenne et les valeurs de poids secs 




3.4.1 Densités de population finale/g de racines sèches 
3.4.1.1 Effet du régime climatique 
Les résultats de l’ANOVA et du test de comparaisons multiples de Duncan sur l’effet individuel 
des régimes climatiques sur les populations finales de P. alleni sans égard pour les cultivars ont 
montré que la Pf/g de racines sèches était significativement plus faible dans les régimes T1 
que dans T2 et T3, mais n’était pas significativement différente entre T2 et T3 (Tableau X).  
3.4.1.2 Effet du cultivar  
En ce qui concerne l’effet individuel du cultivar sur la Pf/g de racines sèches, celle-ci était 
significativement favorisée sur P90Y90 comparativement à S14-M4 et P19T01R. Aucune 





3.4.1.3 Effets de l’interaction entre les régimes climatiques et les cultivars  
D’après les résultats de l’ANOVA à deux facteurs, une interaction significative entre le régime 
climatique et le cultivar a été observée. Ainsi, ces deux facteurs affectaient la taille finale des 
populations de P. alleni de façon dépendante. En d’autres termes, les régimes climatiques 
avaient un effet significatif sur les cultivars qui se reflétait sur la taille finale des populations.  
Tableau X: Densités de population finale/g de racines sèches pour chacun des trois cultivars 
dans chaque régime climatique. 
    
Densités de population finale/g de racines sèches   
(x±̅ES¹) 
Régimes climatiques 
T1 235,30± 74,42 b 
T2 588,67± 70,48 a 
T3 621,79± 73,83 a 
Cultivars 
P90Y90 646,78± 73,15 A 
S14-M4 357,05± 78,03 B 












195,67± 122,22 z 
126,21± 136,09 z 
352,11± 117,00 yz 
958,90± 117,00 w 
458,51± 122,44 xyz 
347,75± 114,54 yz 
751,09± 119,63 wx 
433,40± 128,73 xyz 
654,61± 125,47 wxy 
Résultats ANOVA 
Régimes climatiques (RC) F=8,428 P<0,0001 
Cultivars (C) F=3,974 P=0,02 
RC X C F=2,839 P=0,026 
¹ES=erreur-type; ²les données suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de 





3.4.2 Poids secs racinaires 
3.4.2.1 Effet du régime climatique sur le développement des racines 
Les résultats ont montré que les régimes climatiques ont un effet significatif sur les poids 
racinaires des trois cultivars en favorisant davantage le développement des racines dans les 
conditions T2 et T3 comparativement à T1 autant pour les plants témoins que les plants 
inoculés (Tableau XI).  
3.4.2.2 Effet de la présence de P. alleni sur le développement des racines 
Les résultats ont aussi montré que la présence de P. alleni affectaient négativement le 
développement des racines de soya. En effet, les poids secs racinaires étaient plus faibles chez 
les plants de soya infestés par P. alleni comparativement aux plants témoins. 
3.4.2.3 Interactions 
D’après les résultats de l’ANOVA à trois facteurs, des interactions significatives ont été 
observées entre les régimes climatiques et les cultivars (RC X C), les régimes climatiques et le 
traitement (inoculé ou témoin ; RC X T) et les cultivars et le traitement (C X T).  
3.4.2.4 Pourcentage de diminution des poids secs racinaires 
Les pourcentages de diminution des poids secs racinaires ont été calculés pour les trois 
cultivars dans les trois régimes climatiques. Ceux-ci variaient entre 18,92 et 58,33%. On note 
que même si les régimes climatiques ont un effet sur les poids racinaires, le pourcentage de 
diminution des poids secs racinaires est semblable dans les trois régimes climatiques. Ainsi, 
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l’impact de P. alleni sur le pourcentage de diminution des poids secs racinaires est similaire 
dans les trois régimes climatiques malgré les différences de températures et de CO2 atm. 
Tableau XI: Poids secs racinaires des plants témoins et des plants inoculés avec P. alleni et le 
pourcentage de diminution des poids secs racinaires pour chacun des trois cultivars de soya 
dans chacun des trois régimes climatiques. 
 




plants témoins (g) 
(x±̅ÉT¹) 
Moyenne des poids secs 








T1 0,39± 0,29bc 0,23± 0,13c² 41,03 
T2 0,42± 0,25b 0,31± 0,21bc 26,19 
T3 0,75± 0,33a 0,35± 0,15bc 53,33 
S14-M4 
T1 0,37± 0,18bc 0,30 ± 0,11bc 18,92 
T2 0,73± 0,39a 0,43± 0,22b 41,10 
T3 0,65± 0,39a 0,45± 0,20b 30,77 
P19T01R 
T1 0,38± 0,17bc 0,20± 0,10c 47,37 
T2 0,84± 0,58a 0,35± 0,13bc 58,33 
T3 0,80± 0,28a 0,47± 0,30b 41,25 
Résultats 
ANOVA 
Régimes climatiques (RC) F=31,604 P<0,0001 
Cultivars (C) F=6,857 P=0,001 
Traitements (T) F=84,612 P<0,0001 
RC X C F=2,615 P=0,035 
RC X T F=4,794 P=0,009 
C X T F=3,283 P=0,039 
RC X C X T F=1,904 P=0,109 
¹ÉT=Écart-type; ² Les données suivies d’une même lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de 




De nombreuses études prédisent qu’une augmentation de la concentration en CO2 
atmosphérique et les CC subséquents, incluant l’augmentation des températures, altéreront la 
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pression par les phytoparasites ravageurs. Entre autres, les CC ont le potentiel d’apporter des 
changements démographiques et d’élargir les répartitions latitudinales des parasites 
ravageurs dont les nématodes (Somasekhar et Prasad, 2012; Chakraborty, 2013; Ziska et 
McConnell, 2015). Chez les nématodes phytoparasites, une augmentation des températures 
se traduit par une accélération du développement permettant ainsi un plus grand nombre de 
générations par saison. Dans la présente étude, P. alleni a été inoculé sur trois cultivars de 
soya commerciaux soumis à trois régimes climatiques différents représentant les conditions 
actuelles du sud du Québec (T1) et les conditions attendues pour l’horizon 2046-2065 (T2) et 
l’horizon 2081-2100 (T3). Les résultats ont démontré que P. alleni est affecté par les 
conditions climatiques utilisées. Pratylenchus alleni a une densité de population finale par g de 
racines sèches plus élevée lorsque soumis aux conditions climatiques prévues pour la période 
2081-2100 (T3) et la période 2046-2065 (T2) que sous le régime climatique actuel (T1). De fait, 
la reproduction de P. alleni était 2,6 fois plus élevée dans T3 que dans T1 et 2,5 fois plus 
élevée dans T2 que dans T1. Ces résultats confirment que les conditions climatiques attendues 
à partir de 2046 influenceront positivement la reproduction de P. alleni et pourraient favoriser 
son établissement vers de nouvelles régions agricoles.  
En utilisant trois cultivars commerciaux, dont deux possédants des sources de résistance pour 
lutter contre les NKS (PI88788 et Peking), nous avons pu déterminer si l’utilisation de ces 
cultivars aura un impact sur la gestion de P. alleni. D’après les résultats, des taux de 
reproduction plus faibles ont été associés avec les cultivars S14-M4 (Peking) et P19T01R 
(PI88788) comparativement au cultivar sensible aux NKS, P90Y90 dans les conditions T2 et T3. 
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Dans les conditions T2 et T3, la reproduction de P. alleni sur P90Y90 était près de deux fois 
plus élevée que sur les deux autres cultivars possédant une source de résistance. Ces deux 
sources de résistance aux NKS sont les deux sources les plus communément utilisées aux 
États-Unis. La source de résistance PI88788 est la source utilisée dans 95% du soya cultivé aux 
États-Unis. Cette source est connue pour fournir une résistance lente aux NKS (Klink et al., 
2009). L’autre source majeure est Peking. Celle-ci génère une réponse plus rapide que 
PI88788 aux NKS (Klink et al., 2010). Chez les nématodes endoparasites migrateurs comme P. 
alleni, la résistance de l’hôte est très limitée (Peng et Moens, 2003; Yu et al., 2012). 
Comparativement aux nématodes sédentaires comme les NKS, les Pratylenchus n’induisent 
pas la formation de sites nourriciers spécialisés (Peng et Moens, 2003). Leur développement 
ne dépend donc pas de la prise de contrôle des cellules de plantes. Or, la plupart des gènes de 
résistance ciblent les protéines impliquées dans ce processus. Il n’est donc pas surprenant 
qu’aucune source de résistance complète ne soit connue. Par contre, d’après nos résultats, les 
cultivars résistants au NKS permettraient une certaine réduction de la reproduction de P. 
alleni lorsque comparée avec le cultivar sensible dans les conditions T2 et T3. Il est difficile 
d’attribuer ce résultat à la présence des gènes de résistance, cela pourrait aussi être un effet 
de cultivar. Des tests avec d’autres cultivars sensibles et d’autres cultivars résistants 
commerciaux devront donc être réalisés afin de confirmer ce résultat.  
Les réductions de 19 à 58% du poids racinaires causées par P. alleni soutiennent les résultats 
obtenus par Ferris et Bernard (1962) qui ont observé une diminution moyenne de 25% du 
poids racinaire des soyas en présence de P. alleni lors d’essai en serres. Toutefois, ces 
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diminutions n’indiquent pas si elles pourraient causer des pertes de rendement, mais, comme 
le suggèrent Ferris et Bernard (1962), en conditions en champs, où les nutriments et l’eau sont 




Cette étude sur la reproduction de P. alleni sur trois cultivars de soya soumis à trois conditions 
climatiques différentes simulant les conditions actuelles et prévues pour les horizons 2046-
2065 et 2081-2100 a permis d’acquérir de nouvelles connaissances sur son taux de 
reproduction. Les résultats indiquent que les changements climatiques permettront à P. alleni 
de se reproduire davantage que dans les conditions actuelles ce qui pourrait l’avantager pour 













Chapitre 4 : Détection et quantification des nématodes des lésions Pratylenchus 




La qPCR permet l’identification et la quantification d’une séquence ADN cible par utilisation 
d’amorces et de sondes fluorescentes spécifiques. Cette approche a déjà été utilisée pour la 
détection et quantification de plusieurs espèces de nématodes phytoparasites du genre 
Pratylenchus. Cette présente étude visait à développer une méthodologie qPCR pour 
différencier et quantifier simultanément les nématodes P. penetrans et P. alleni qui partagent 
plusieurs hôtes communs. Pour leur identification, une paire d’amorces et une sonde TaqMan 
associée avec le fluorophore CY5 pour P. alleni et FAM pour P. penetrans ont été développée 
et se sont avérées spécifiques à la région D2/D3 de la large sous-unité ribosomale (28S). Un 
témoin interne associé avec le fluorophore HEX a aussi été développé pour assurer la 
détection de faux négatifs causés par les inhibiteurs de PCR. Par la suite, la possibilité de 
mélanger l’ADN de P. alleni, P. penetrans et le contrôle interne a été validée. Pour la 
quantification des deux espèces, une courbe standard en nombre de nématodes respectant 
les critères de performance nécessaires à son utilisation a été réalisée pour chaque espèce. La 
méthodologie développée a ensuite été testée en comparant la méthode qPCR avec le 
dénombrement visuel. Les résultats obtenus montrent que la méthode développée permet de 






Une identification et une quantification précises des nématodes ravageurs sont d’une 
importance majeure pour le développement de stratégies de contrôle. Or, l’identification 
morphologique des nématodes nécessite une grande expertise et beaucoup de temps. Pour 
remédier à la situation, de nombreuses méthodes d’identification moléculaire basées sur la 
méthode PCR ont été développées tels le SCAR, RFLP, RAPD ou le qPCR (Szalanski et al., 1997; 
Fourie et al., 2001; Adam et al., 2007; Braun-Kiewnick et al., 2016). L’une d’entre elles, la 
qPCR, s’est avérée plus prometteuse pour les nématodes phytoparasites spécialement quant à 
sa rapidité d’utilisation et sa capacité à quantifier tous les stades de développement (Min et 
al., 2012). La PCR quantitative, ou qPCR, repose sur l’amplification et la détection d’une 
séquence cible par l’utilisation d’amorces et de sondes moléculaires spécifiques. Plusieurs 
méthodologies qPCR ont été développées pour des nématodes du genre Pratylenchus dont P. 
neglectus (Yan et al., 2013), P. thornei (Yan et al., 2012), P. xeae (Berry et al., 2008) et P. 
penetrans (Sato et al., 2007; Sato et al., 2011; Goto et al., 2011; Min et al., 2012; Mokrini et 
al., 2013).  
Le genre Pratylenchus regroupe plus de 68 espèces et se classe au troisième rang des 
nématodes ayant le plus d’impacts au niveau économique sur les productions agricoles 
mondiales derrière les nématodes des nodosités et à kystes (Castillo et Vovlas, 2007). Dans 
l’Est canadien, P. penetrans, est le Pratylenchus le plus répandue et le plus dommageable des 
cultures. Depuis 2011, la découverte d’une espèce exotique de Pratylenchus au Canada est 
venue modifier la gestion des espèces de ce genre (Bélair et al., 2013). Comme ces deux 
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nématodes sont presque impossibles à distinguer morphologiquement l’un de l’autre, le 
développement d’une méthode qPCR serait, entre autres, d’une grande utilité pour leur 
identification, mais aussi pour le suivi du déplacement de P. alleni vers d’autres régions 
agricoles et pour une gestion efficace de ces nématodes.  
L’objectif de cette étude est de développer un protocole standardisé de détection et de 
quantification par qPCR de P. alleni et P. penetrans, deux nématodes pouvant être retrouvés 
simultanément dans un champ agricole. Pour ce faire, des marqueurs moléculaires spécifiques 
ont été développés et des courbes standards ont été réalisées, analysées et validées.  
 
4.3 Matériel et méthodes 
 
4.3.1 Développement d’amorces et de sondes spécifiques à P. alleni et P. penetrans 
Un alignement in silico de séquences de la région D2/D3 de la grande sous-unité ribosomale 
(28S) de neuf espèces de Pratylenchus a été généré en utilisant la fonction ClustalW du logiciel 
BioEdit (version 7.2.5; Hall, 1999). Cet alignement a permis d’identifier une région variable 
entre les espèces alignées permettant le développement des amorces et sondes moléculaires 
spécifiques à P. alleni et P. penetrans (Tableau XIII et figures 10 et 11). Avec les séquences 
identifiées, plusieurs choix d’amorces et sondes potentielles ont été développées pour chaque 
espèce avec le logiciel PrimerQuest Tool (http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). 
Les séquences des amorces et sondes potentielles ont été comparées à la base de données 
GenBank afin de s’assurer qu’elles n’étaient pas présentes chez d’autres espèces de 
nématodes communs de l’agriculture de l’Amérique du nord (Blastn, NCBI, 
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Par la suite, les séquences retenues ont été importées dans 
OligoAnalyzer afin de déterminer leur potentiel de formation de structures secondaires, 
d’homodimères et d’hétérodimères en vérifiant les valeurs de stabilité des duplex (∆G) et afin 
de s’assurer d’avoir une température d’appariement (Tm) semblable pour les deux espèces 
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Finalement, une paire d’amorces et une sonde ont 
été sélectionnées pour chacune des espèces (Tableau XIV).  
Tableau XIII: Liste des espèces de Pratylenchus utilisées pour les alignements in silico et leur 





P. alleni JX081545 
P. penetrans JQ003987 
P. bachyurus HQ197923 
P. zeae JN020929 
P. loosi JN091970 
P. vulnus JQ003992 
P. pratensis AM231935 
P. thornei EU130881 














                                        210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Pratylenchus alleni 28S D2D3    GTGGAGTGCGTCGAGGCACTTGGGGTGGCGGAATGAACTGTGGCTCTGAGGCCAGCTTG--CTGGTACCCGGGCC-CGGGGATTTCTGTTCGTTCTAAGT  
Pratylenchus penetrans 28S D2D  ..C.......C....A.TT.C.A.AA....AT....G..-CAAT.T.............--...........ATT-G.A...A.GT........T.GGA.  
Pratylenchus brachyurus 28S sé  ...............A.T.A..T.......TC.CA....-.T.T.T.............--..........AA.T-G..CT.G.GA.....ACATAT.TG  
Pratylenchus zeae 28S séquence  ..C.......C....AGG..C..A.CA..A.TG...G.C-...T.T.............--...........A.TTG...A.G.G.....T.C.T.G..-  
Pratylenchus loosi 28S séquenc  ..................TCC..T...............-...T.T.............--...........A.T-T..............A.G..GG..  
Pratylenchus vulnus 28S séquen  .................G..C..T......AC....G..-CA.T.T.............--..........AATT-G.A...A.GT.....ACG..G...  
Pratylenchus pratensis 28S séq  .................G..C.A.TC..TA.C....G..-CA.T.T..........C..G-.........A.A.T-G.A.....G..A...C.CT.GG..  
Pratylenchus thornei 28S séque  .-C.T.....CT...CTGT.C.A....TT..G.......-...T.T.............--...........A..-G.....G.G.CA....CCT.GG.C  
Pratylenchus crenatus 28S séqu  ..........C......T.C.....C...TTC....G.C-...T.T........AT..TTA...........A.T-G.A...A.GA......CC..GG..  
 
                                        310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Pratylenchus alleni 28S D2D3    GTTTTTACGGGTGGACATGGCTTTGCGAGCCTGGTTGGGTGCCGAGCTGGGTGTCGGTGGCGGTCGCTTGCGACACGTACTGTG-CCACCAGTTCGGTCC  
Pratylenchus penetrans 28S D2D  .----.GAAT.G..GG.AA.G...T..G..TC.TA....-TT...AT...TGTGG......A..T..A...A...T..G.CT.--.TG...A........  
Pratylenchus brachyurus 28S sé  ---.G.GTTAA...GG.AT.GC..A..G..ACA.G.TA.GC....T.AAA.G.....C.........-----......G...C.-.A.TTT.........  
Pratylenchus zeae 28S séquence  -----.TTAAAAAAGGCAT.G...A..G...C.A..AT.-.........T.A.....C....................G.....C.AG.-..........  
Pratylenchus loosi 28S séquenc  -.GCA.CT.T.......A.........G..TGA.................A.................................-..G............  
Pratylenchus vulnus 28S séquen  -------GAAA.T.G..A...C.-A....TTC.......CAT........CA.....C.T.......A..........G.....-.AGT...........  
Pratylenchus pratensis 28S séq  ---.G.TT.TA...GTGA..GCA-A..G.........A.....A......CG.....AA...................G....A-.ATT.....T...GT  
Pratylenchus thornei 28S séque  -----.TTAT..T.GATAT.GC..A..G..TC.TA....C..........TC.....C.........A..........G.....CGTG............  
Pratylenchus crenatus 28S séqu  ---------.T...G..A...A.-A..G..TC..................CG.....AA......A.A..T.......G.C.C.-.AGT...........  
 
                                        410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Pratylenchus alleni 28S D2D3    TGGCCGAGCTCTACACATGTGTCCAATCTCGGCGTAAAAGCTGGTCATCTTTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTTTATCGTGTGCGCGAGT  
Pratylenchus penetrans 28S D2D  ..TG.......--ACAT----C...C..............T.........A.............................................A...  
Pratylenchus brachyurus 28S sé  A.CTT.GA...----AC.C.TCT..C.....A....G........T....A.............................................A...  
Pratylenchus zeae 28S séquence  ...T.......--.CATAA..C..GC......T....G............C.................................................  
Pratylenchus loosi 28S séquenc  ....TT..T..-..T.C.C...T.............................................................................  
Pratylenchus vulnus 28S séquen  .A.T.......-----.CAA.C.T.T........................A.............................................A...  
Pratylenchus pratensis 28S séq  .....AGC.G..CAT.GC.A.C..........................................................................A...  
Pratylenchus thornei 28S séque  ..TG.......--ACATG--TC...GG...A.T....G............A.............................................A...  
Pratylenchus crenatus 28S séqu  ...........-----.CAA.C..GT......T.................A.................................................  
 
 
Figure 10: Alignements multiples des séquences D2/D3 de la large sous-unité ribosomale (28S) 
de neuf espèces de Pratylenchus. Les amorces et la sonde de P. alleni sont identifiées dans les 
encadrés. Les points représentent des nucléotides identiques à la séquence de référence, soit 
P. alleni et les tirets représentent des brèches ou gaps (en anglais). 
 
                                        210       220       230       240       250       260       270       280       290       300          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Pratylenchus penetrans 28S D2D  GTCGAGTGCGCCGAGACTTTCGAGAAGGCGATATGAGCT-CAATTTTGAGGCCAGCTTG--CTGGTACCCGGATT-GGAGGAATGTTGTTCGTTTTGGAT  
Pratylenchus alleni 28S D2D3    ..G.......T....G.AC.T.G.GT....GA....A..GTGGC.C.............--...........GCC-C.G...T.TC........C.AAG.  
Pratylenchus brachyurus 28S sé  ..G.......T.......CAT.T.GT....TC.CA.A..-TTG................--..........A.C.-..GCT.G..A.....ACA.ATATG  
Pratylenchus zeae 28S séquence  ................GGC...GAGCA..AG.G.....C-TGG................--............C.T..G.A.G..C....T.C....AG-  
Pratylenchus loosi 28S séquenc  ..G.......T....G.A.C..GTGT....GA....A..-TGG................--............C.-T.G...T.TC.....A.GC...G.  
Pratylenchus vulnus 28S séquen  ..G.......T....G.GC...GTGT.....C.......-..G................--..........A...-...............ACGC..AG.  
Pratylenchus pratensis 28S séq  ..G.......T....G.GC.....TC..TAGC.......-..G.............C..G-.........A..C.-......T..C.A...C.C....G.  
Pratylenchus thornei 28S séque  .-..T......T...CTG......GT.TT.GG....A..-TGG................--............CC-..G...G..CCA....CC....GC  
Pratylenchus crenatus 28S séqu  ..G............G..CCT.G.GC...TTC......C-TGG...........AT..TTA............C.-.........A......CCC...G.  
 
                                        310       320       330       340       350       360       370       380       390       400          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Pratylenchus penetrans 28S D2D  G----TGAATGGGGGGAAAGGTTTTCGGGCTCGTATGGG-TTCGAATTGGTGTGGGGTGGCAGTTGCATGCAACATGTGCCTT--CTGCCAATTCGGTCC  
Pratylenchus alleni 28S D2D3    .TTTT.ACGG.T..AC.TG.C...G..A..CT.GT....TGC...GC...GTGTC......G..C..T...G...C..A.TG.G-.CA...G........  
Pratylenchus brachyurus 28S sé  ---TG..TTAAT......T..C..A.....A.AGG.TA.GCC...TCAAAG.GTC..C...G..C..-----...C....TGCG-.AATTTG........  
Pratylenchus zeae 28S séquence  -----.TT.AAAAA..C.T.....A.....C..AT.AT.-GC...GC..TGAGTC..C...G..C..T...G...C....TG.GC.A..-.G........  
Pratylenchus loosi 28S séquenc  -TGCA.CTG..T..AC..G.C...G......GAGT....TGC...GC...ATGTC......G..C..T...G...C..A.TG.G-.C....G........  
Pratylenchus vulnus 28S séquen  -------G.AATT..C..G.CC.-A..A.T...GT....CA....GC...CAGTC..C.T.G..C......G...C....TG.G-.A.T..G........  
Pratylenchus pratensis 28S séq  ---TG.TTG.AT...TG.G..CA-A.....CT.GT..A.TGC.A.GC...C.GTC..AA..G..C..T...G...C....TG.A-.ATT..G..T...GT  
Pratylenchus thornei 28S séque  -----.TT...TT..AT.T..C..A..............CGC...GC....CGTC..C...G..C......G...C....TG.GCG.....G........  
Pratylenchus crenatus 28S séqu  ---------GTT...C..G.CA.-A........GT....TGC...GC...C.GTC..AA..G..CA....TG...C.....GCG-.A.T..G........  
 
Figure 11: Alignements multiples des séquences D2/D3 de la large sous-unité ribosomale (28S) 
de neuf espèces de Pratylenchus. Les amorces et la sonde de P. penetrans sont identifiées 
dans les encadrés. Les points représentent des nucléotides identiques à la séquence de 




Tableau XIV: Séquences des amorces et sondes développées pour Pratylenchus alleni et P. 
penetrans. 








P. alleni CGGGTGGACATGGCTTT GTAGAGCTCGGCCAGGA CGACACGTACTGTGCC CY5 106 
P. penetrans GAGACTTTCGAGAAGGCGATATG CACCAATTCGAACCCATACGA CCCGGATTGGAGGAATGTTGTTCGT FAM 131 
¹Les fluorochromes émetteurs CY5 et FAM (5-carboxyfluorescéine) sont localisés à l’extrémité 5’de la sonde 
 
4.3.2 Culture in vitro de P. alleni et P. penetrans 
Des nématodes de P. alleni et P. penetrans ont été reproduits in vitro en cabinets de 
croissance afin d’obtenir des individus pour les tests décrits dans les paragraphes suivants. 
Pour ce faire, les deux espèces ont été reproduites séparément sur des racines de maïs cv. 
Extra Early Super Sweet (Stokes Seeds Ltd., Thorold, Ontario) stériles dans 2 boîtes de pétri, tel 
que décrit au chapitre 2, contenant un milieu de culture constitué de Phytagel (6 g/L) (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, Canada), de sucrose (20 g/L) et de Gamborg B-5 (3,2 g/L) (basal medium 
with minimal organics, Sigma-Aldrich). Les boîtes de pétri contenant P. penetrans ou P. alleni 
ont respectivement été incubées à 20˚C et 30˚C, les températures optimales de 
développement de chacune des espèces, durant 3 mois à l’obscurité. Afin de récupérer les 
nématodes, les géloses ont été coupées en morceaux de 1 cm² et déposées sur un tamis 75 
µm imbriqué sur un tamis 20 µm. Les morceaux ont été rincés et dilués avec de l’eau du 
robinet et les nématodes ont ainsi été récupérés sur le tamis de 20 µm. Les nématodes ont 





4.3.3 Extraction ADN 
Pour les tests décrits dans les paragraphes suivants et nécessitant de l’ADN génomique, les 
nématodes isolés manuellement ont été congelés à -80˚C. Les nématodes congelés ont été 
lyophilisés pour une période de 24 heures à l’aide du lyophilisateur Triad (Labconco, Kansas 
City, Mo, É.U.). L’ADN génomique a été extrait des lyophilisats avec la trousse d’extraction 
DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN Inc., Valencia, Ca, É.-U.) suivant le protocole du fabricant. 
Pour la dernière étape de l’extraction, l’ADN a été élué deux fois consécutives avec 50 µL de 
tampon AE (QIAGEN Inc.) pour un volume d’élution total de 100 µL. Les échantillons ont été 
conservés à -20˚C avant d’être utilisés dans les tests suivants. 
4.3.4 Contrôle interne pour la détection d’inhibiteurs 
Afin de détecter la présence d’inhibiteurs (contaminants) dans les extraits d’ADN, un contrôle 
interne a été ajouté dans chaque réaction de chacun des tests à l’exception du test de 
spécificité des amorces avec le fluorophore SYBR Green. Le contrôle inerne utilisé est une 
séquence d’oligonucléotides doubles brins synthétique (   , IDT) 
qui est amplifiée à l’aide d’une paire d’amorces spécifiques et détectée par une sonde 
TaqMan émettant une fluorescence (HEX) d’une longueur d’onde différente de celles pour 
détecter P. alleni (CY5) et P. penetrans (FAM) (Tableau XV). L’inhibition a été détectée en 
comparant le cycle de quantification (Cq) obtenu dans les témoins négatifs (eau stérile) avec 
celui des échantillons de nématodes. Une différence plus petite qu’une valeur de Cq de 1 
entre les échantillons de nématodes et les témoins négatifs devait être obtenu pour 
considérer que l’essai est concluant. Si la différence de Cq était supérieure à 1, le niveau 
d’inhibition était considéré trop élevé pour offrir une estimation correcte.  
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Tableau XV : Séquences des amorces et de la sonde permettant l’amplification et la détection 
du contrôle interne. 






¹Le fluorochrome émetteur HEX (6-carboxy-1,4-dichloro-2’,4’, 5’, 7’-tetrachlorofluorescéine) est localisé à 
l’extrémité 5’de la sonde 
 
4.3.5 qPCR 
Tous les tests ont été réalisés avec le modèle Mx3000P QPCR Systems de Stratagene (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, É.-U.). Pour la spécificité des amorces avec sondes SYBR green, 
les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20 µL contenant 10 µL de tampon 
TaqMan PCR (2x), 250 nM de chaque amorce pour P. alleni et P. penetrans, 2 µL du colorant 
SYBR green (10x), 1 µL d’ADN à amplifier et de l’eau stérile pour compléter. Pour chaque 
espèce, le test a été réalisé en triplicata et trois témoins négatifs (eau stérile) ont été inclus 
afin de déceler une éventuelle contamination. Les conditions d’amplification du 
thermocycleur sont présentées au tableau XVI.  
Tableau XVI: Cycle thermique d’amplification au qPCR en SYBR green pour générer une courbe 
de dissociation. 
Étapes Durée Température (˚C)) Nombre de cycle 
Dénaturation initiale 10 min 95 1 
Dénaturation 30 sec 95 45 
Appariement/Élongation 1 min 62 45 
Dénaturation 1 min 95 1 




Pour les autres tests dont l’efficacité des courbes standards, la vérification technique, 
l’attribution d’un nombre de larves à un nombre de copies, le multiplexe et la confirmation 
finale de la méthode, les réactions ont été réalisées dans un volume final de 20 µL contenant 
10 µL de tampon Quantifast Multiplex PCR (2X), 0,4 µL de solution du fluorochrome de 
référence ROX (6-carboxyl-X-rhodamine ; 50X), 0,25 µL d’albumine de sérum bovin (BSA à 10 
mg/µL), 250 nM d’amorces sens et anti-sens et des sondes TaqMan des deux espèces, 300 nM 
des amorces du contrôle interne, 375 nM de la sonde du contrôle interne, 2000 copies du 
contrôle interne, 1 µL d’ADN et de l’eau stérile pour compléter. Trois témoins négatifs (eau 
stérile) ont été inclus dans chaque essai. Le seuil de détection de l’appareil (threshold en 
anglais) a été fixé afin de pouvoir comparer les données entre les essais. Les conditions 
d’amplification sont décrites au tableau XVII. 
 
Tableau XVII: Cycle thermique d’amplification au qPCR avec sonde TaqMan. 
Étape Durée Température (˚C)) Nombre de cycle 
Dénaturation initiale 5 min 95 1 
Dénaturation 1 min 95 45 
Appariement/Élongation 30 sec 62 45 
 
4.3.6 Tests des couples d’amorces et des sondes par qPCR simplexe 
4.3.6.1 Spécificité des amorces avec sondes SYBR green  
Afin de tester la spécificité des amorces, l’ADN génomique de 100 individus de P. alleni et de 
100 individus de P. penetrans a été extrait puis amplifié séparément par qPCR. Des courbes de 
dissociation ont été générées suite à l’amplification pour détecter de potentielles formations 
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de dimères ou de produits d’amplification non spécifiques. Ces courbes ont été illustrées par 
la dérivée première de la fluorescence en fonction de la température (55˚C à 95˚C).   
4.3.7 Courbes standards 
4.3.7.1 Développement d’oligonucléotides synthétiques 
Une méthode de quantification efficace repose sur l’utilisation d’une courbe standard 
composée d’oligonucléotides de concentrations connues. Dans la présente étude, des 
séquences d’ADN doubles brins de P. alleni et P. penetrans contenant la région à amplifier ont 
été synthétisées artificiellement (   , IDT). Ces oligonucléotides 
lyophilisés ont été re-suspendus dans un volume de tampon TE (Tris-EDTA 1x; 10 mM Tris et 1 
mM EDTA; pH 8) permettant d’obtenir 2x109 copies/ µL.  
4.3.8 Critères de performance des courbes standards 
4.3.8.1 Efficacité des courbes standards: linéarité, efficacité et sensibilité 
Les oligonucléotides synthétiques de référence de chaque espèce ont été dilués dans de l’eau 
distillée stérile afin d’obtenir le premier point (D2) de la courbe standard contenant 107 
copies/µL. Une dilution en série (1/10) a ensuite été réalisée afin d’obtenir sept autres points 
dont le dernier (D9) contenait 1 copie/µL. Les détails du calcul de chaque point de la dilution 
sont illustrés au tableau XVIII. Ces deux dilutions en série serviront de gammes d’étalonnage 
où le nombre de copies sera associé à une quantité de nématodes. 
Afin de vérifier si les courbes standards respectaient les critères d’acceptation et les exigences 
de performance d’une courbe standard valide, des régressions linéaires illustrant les valeurs 
des Cq en fonction du logarithme en base 10 du nombre de copies ont été réalisées et 
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l’équation de la droite, l’efficacité d’amplification (E, %) et le coefficient de détermination (R²) 
pour chaque courbe ont été calculés. Le R² est un indicateur qui permet de juger de la qualité 
d’une régression linéaire et peut être influencé par la précision de la dilution en série et la 
sensibilité de l’essai en général.  Un R² ≥ 0,985 est considéré acceptable pour des courbes 
standards (Broeders et al., 2014). Quant à la pente de la courbe, elle est utilisée pour 
déterminer l’efficacité de la réaction. Si l’efficacité est de 100%, la pente de régression linéaire 
est d’environ -3,32 ce qui indique que la quantité d’amplicons double à chaque cycle 
d’amplification. Une courbe acceptable du logarithme du nombre de copies et du cycle 
d’amplification génère une pente variant entre -3,1 et -3,6 et a une efficacité de 90-110% 
(Bustin et al., 2009).  
La sensibilité de la courbe est aussi un critère important. Elle réfère au nombre minimum de 
copies qui peut être mesuré avec précision. La sensibilité des deux courbes a été déterminée 
en testant la reproductibilité de l’amplification des dilutions D8 et D9. La sensibilité est aussi 
exprimée comme la limite de détection (LOD; limit of detection) (Bustin et al., 2009). 
Tableau XVIII: Calculs des dilutions en série des oligonucléotides synthétiques de P. alleni et P. 
penetrans. 
Dilution Source d’ADN 
Volume ADN 
(µL) Volume d'eau (µL) Nombre copies/µL 
D1 
   
2000000000 
D2 D1 1 199 10000000 
D3 D2 100 900 1000000 
D4 D3 100 900 100000 
D5 D4 100 900 10000 
D6 D5 100 900 1000 
D7 D6 100 900 100 
D8 D7 100 900 10 
D9 D8 100 900 1 
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4.3.8.2 Vérification technique des courbes standards: répétabilité et reproductibilité  
Les courbes standards doivent répondre à certains autres critères de performance pour être 
utilisées. La précision du pipetage de la courbe, l’un des principaux points pour une 
quantification réussie, a été vérifiée par la fidélité intra-essai (ou intra-run; répétabilité). Trois 
réplicats techniques des dilutions D4 à D7 des courbes ont été réalisées dans un même essai 
au qPCR (l’utilisation des points D4 à D7 est expliquée dans la section résultat). La variation a 
été estimée avec l’écart-type des Cq générés à partir des réplicats pour chacun des points de 
la courbe. De plus, comme l’impact de la variation peut être difficile à évaluer en raison de la 
nature exponentielle des Cq, les écarts-types sur les Cq ont été utilisés afin d’estimer la 
variation du nombre de copies basé sur l’équation de Rutledge et Côté (2003) : 
±% variation du nombre de copies= [( + 1) − 1]×100%   (équation 1) 
où ET est l’écart-type des Cq généré par les réplicats techniques et E est l’efficacité de la 
réaction. 
En ce qui concerne la variation inter-essais (ou inter-run; reproductibilité) de l’amplification 
sous les conditions expérimentales utilisées, trois lectures qPCR séparées de triplicata 
techniques ont été réalisées avec les quatre points de dilutions des courbes synthétiques (D4 






4.3.8.3 Comparaison de la biomasse des nématodes et le nombre de copies des gènes 
ribosomiques 
 
Les courbes d’abondance de nématodes ont été réalisées avec les Pratylenchus produits dans 
les milieux de cultures in vitro décrits précédemment. Pour chacune des espèces, des 
microtubes 1,5 ml contenant 5, 10, 25, 50 et 100 individus dans 100 µl d’eau du robinet ont 
été préparés en triplicata biologique. L’ADN a ensuite été extrait comme mentionné 
précédemment.  
Trois essais qPCR différents ont été réalisés avec trois réplicats techniques des dilutions D4 à 
D7 des courbes synthétiques et les trois réplicats biologiques des extraits d’ADN de différents 
nombres d’individus de chacune des deux espèces (Figure 12). Pour chacun des qPCR, le 
nombre moyen de copies a été relié aux nombres moyens d’individus. Une courbe moyenne a 
été réalisée avec les trois courbes résultantes afin de prendre en compte les variations 
associées à la technique qPCR. La courbe obtenue a été illustrée graphiquement par le cycle 
d’amplification (Cq) en fonction du nombre de nématodes.  
 
Figure 12: Dispositif expérimental pour l’association du nombre de nématodes à un nombre 
de copies. Les sections en bleu représentent les trois réplicats techniques des points de 
dilution D4 à D7. Les sections en brun représentent les trois réplicats biologiques des cinq 




Les statistiques sommaires comme la moyenne et l’écart-type ainsi que les limites inférieures 
et supérieures du nombre de nématodes ont été calculées pour chaque point de dilution des 
courbes et sur les paramètres d‘équation des courbes (n=3). Les coefficients de variation ont 
aussi été calculés pour la pente, l’efficacité des courbes standards, le R² et l’ordonnée à 
l’origine des courbes.  
4.3.9 Multiplexe 
Par son approche plus économique qui nécessite moins de réactifs et de temps, la possibilité 
de multiplexer, donc d’amplifier ensemble, l’ADN de P. alleni et P. penetrans et le contrôle 
interne a été testée. Pour ce faire, les ADN cibles de 100 adultes P. alleni et P. penetrans et 
2000 copies du contrôle ont été amplifiés seuls (simplexe) et ensemble (multiplexe) sur une 
même plaque qPCR de 96 puits. Chaque amplification a été réalisée en triplicata.  
Les valeurs de Cq obtenues en multiplexe ont été comparées à celles obtenues en simplexe à 
l’aide du test de t de Student. Les valeurs obtenues multiplexe ne devaient pas être 
significativement différentes de celles obtenues en simplexe pour considérer le multiplexage 
possible (Bio-Rad Laboratories Inc., 2006). 
4.3.10 Confirmation de la méthode 
Afin de comparer l’exactitude et la linéarité de la méthode à différentes concentrations 
d’ADN, des échantillons contenant différentes quantités de nématodes ont été testés. Le 
nombre d’individus a été dénombré à la loupe binoculaire. Ces échantillons ont ensuite été 
lyophilisés et l’ADN a été extrait par la méthode d’extraction décrite précédemment. L’ADN a 
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ensuite été quantifié par qPCR avec les amorces et sondes que nous avons développées. La 
quantité de nématodes dénombrée à la loupe binoculaire a été comparée graphiquement en 
fonction de la quantité estimée par qPCR. La méthode a été validée pour P. alleni et P. 
penetrans. 
4.3.11 Analyses statistiques 
Les régressions linéaires du nombre de copies de la séquence cible ou du nombre de 
nématodes en fonction du cycle d’amplification ont été réalisées avec le logiciel MxPRO QPCR 
(version 4.10) pour Mx3000P. Le test de t de Student utilisé pour comparer les valeurs de Cq 
obtenues en multiplexe à celles obtenues en singleplexe a été réalisé avec le logiciel XLSTAT 
2016 (Addinsoft, New York, É.-U). 
4.4 Résultats 
 
4.4.1 Vérification des couples d’amorces et sondes par qPCR simplexe 
4.4.1.1 Spécificité des amorces  
La comparaison des séquences d’amorces dans la base de données GenBank a confirmé la 
spécificité des amorces pour chacune des espèces à l’étude. De plus, l’analyse des courbes de 
dissociation (SYBR green) a confirmé que les amorces sont spécifiques et n’interagissent pas 
entre elles. À 62˚C, température optimale d’appariement des amorces, la formation d’une 
courbe unimodale indique qu’aucune formation de produits non spécifiques n’est détectée 
autant pour P. penetrans que P. alleni (Figures 13 et 14). Les températures de dissociation 




Figure 13: Courbes de dissociation (dérivé primaire de la fluorescence en fonction de la 
température) montrant l’amplification spécifique de P. alleni soumise à une température 
d’appariement de 62˚C (Trois réplicats techniques). 
 
Figure 14: Courbes de dissociation (dérivé primaire de la fluorescence en fonction de la 
température) montrant l’amplification spécifique de P. penetrans soumise à une température 





4.4.2 Courbes standards synthétiques 
4.4.2.1 Sensibilité (limite de détection) 
La plus faible concentration à laquelle une mesure de fluorescence peut être détectée avec 
fiabilité était de 10 copies/ μL (point de dilution D8) à la fois chez P. alleni et P. penetrans. 
Cette concentration permet de détecter avec précision un seul nématode. La dilution D9 (1 
copie/ µL) n’était détectable que dans 50% des lectures qPCR.   
4.4.2.2 Confirmation technique : répétabilité et reproductibilité 
Pour la confirmation technique intra-essai des courbes standards, chaque dilution D4 à D7 a 
été amplifiée en triplicata technique dans une même lecture qPCR. Globalement, les écarts-
types des Cq des points de la courbe variaient entre 0,06 et 0,22 cycle pour P. alleni et entre 
0,03 et 0,18 cycle pour P. penetrans (Tableau XIX). Cela correspondait à une variation du 
nombre de copies entre 4,24 et 16,46% pour P. alleni en utilisant une efficacité d’amplification 
de 101,63%. Pour P. penetrans cela correspondait à une variation entre 2,10 et 13,28% en 
utilisant une efficacité d’amplification de 97,67% (Tableau XX).  
 
Tableau XIX: Variabilité intra-essai de la courbe standard synthétique de P. alleni basée sur la 
moyenne et l’écart-type des Cq et le pourcentage (%) de variation du nombre de copies pour 
chacune des dilutions D4 à D7 (n=3). 
Point de la 
courbe 
(dilution) 
Nombre de copies/ μL Cq moyen Écart-type 
Variation du 
nombre de copies 
(%) 
D4 100000 20,40 0,06 4,24 
D5 10000 23,71 0,14 10,18 
D6 1000 26,83 0,11 7,92 




Tableau XX: Variabilité intra-essai de la courbe standard synthétique de P. penetrans basée sur 
la moyenne et l’écart-type des Cq et le pourcentage (%) de variation du nombre de copies 
pour chacune des dilutions D4 à D7 (n=3). 
Point de la 
courbe 
(dilution) 
Nombre de copies/ μL Cq moyen Écart-type 
Variation du 
nombre de copies 
(%) 
D4 100000 20,83 0,07 4,97 
D5 10000 24,21 0,03 2,10 
D6 1000 27,68 0,08 5,70 
D7 100 30,77 0,18 13,28 
 
Pour la vérification inter-essais, les écarts-types des Cq des points de la courbe variaient entre 
0,06 et 0,41 cycle pour P. alleni ce qui correspondait à une variation du nombre de copies 
variant entre 4,30 et 33,31% (Tableau XXI). Pour P. penetrans, les écarts-types variaient entre 
0,23 et 0,54 cycle ce qui correspond à une variation de 16,97 à 44,48% du nombre de copies 
(Tableau XXII).  
Tableau XXI: Variabilité inter-essais de la courbe standard synthétique de P. alleni basée sur la 
moyenne et l’écart-type et le pourcentage (%) de variation du nombre de copies pour chacune 
des dilutions D4 à D7 (n=3). 
Point de la 
courbe 
(dilution) 
Nombre de copies/ μL Cq moyen Écart-type 
Variation du 
nombre de copies 
(%) 
D4 100000 20,94 0,11 8,02 
D5 10000 24,17 0,12 8,78 
D6 1000 27,40 0,06 4,30 





Tableau XXII: Variabilité inter-essais de la courbe standard synthétique de P. penetrans basée 
sur la moyenne, l’écart-type et le pourcentage (%) de variation du nombre de copies pour 
chacune des dilutions D4 à D7 (n=3). 
Point de la 
courbe 
(dilution) 
Nombre de copies/ μL Cq moyen Écart-type 
Variation du 
nombre de copies 
(%) 
D4 100000 20,73 0,23 16,97 
D5 10000 24,12 0,41 32,23 
D6 1000 27,55 0,54 44,48 
D7 100 30,85 0,36 27,80 
 
4.4.2.3 Attribution d’une quantité de nématodes à un nombre de copies 
La figure 15 illustre l’étalement des courbes standards (synthétiques et génomiques) de P. 
penetrans. L’étalement des courbes standards pour P. alleni (non présenté) est semblable à 
celle de P. penetrans, formant ainsi deux régressions linéaires négatives. Pour les deux 
espèces, les quatre points de dilution de la courbe synthétique sélectionnée (D4 à D7) 
permettaient d’englober l’étendue de notre courbe en nombre de nématodes. Étant 






Figure 15: Exemple de l’étalement des courbes standards génomiques et synthétiques de P. 
penetrans. La courbe bleue représente les trois réplicats techniques de la courbe synthétique 
(D4 à D7). La courbe noire représente les trois réplicats biologiques de 5, 10, 25, 50, 100 
nématodes. 
 
Les courbes obtenues suite aux projections des courbes en nombre de nématodes sur celles 
en nombre de copies sont illustrées aux figures 16 et 17. Pour ces deux courbes, on observe 
une relation directe entre le nombre de nématodes et les Cq. La courbe générée (axe y : cycle 
de quantification, et axe x : log du nombre de nématodes dans un volume d’extraction de 100 
μL) pour P. penetrans suit l’équation y=-3,38log(x)+37,65 avec une efficacité (E) de 97,67%. 
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La possibilité de faire des réactions multiplexes, donc d’amplifier les séquences ADN cibles de 
P. alleni et P. penetrans et un contrôle interne ensemble dans un même mélange réactionnel, 
a été testée en comparant les valeurs de Cq obtenues en simplexe avec celles obtenues en 
multiplexe (Tableau XXIII).  Aucune valeur moyenne de Cq obtenue en multiplexe n’était 
significativement différente de la valeur obtenue en simplexe (Test t de Student, P>0,05, n=3). 
Ces résultats confirment que P. alleni et P. penetrans peuvent être détectés et quantifiés 
ensemble dans ce protocole sans qu’il y ait de mauvais appariements entre les séquences 
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Tableau XXIII: Valeurs moyennes des Cq de 100 adultes de P. alleni, 100 adultes de P. 
penetrans et 2000 copies du contrôle interne en simplexe et en multiplexe. 
Nombre de nématodes Valeurs moyennes¹ de Cq ± ÉT³ 
P. alleni P. penetrans P. alleni (CY5) P. penetrans (FAM) Contrôle interne² (HEX) 





interne   
26,76 ±0,02  30,96 ±0,23 
 
100 adultes  26,67 ±0,05  




 26,72 ±0,09 30,61 ±0,24 










26,48 ±0,14 26,52 ±0,01 30,87 ±0,24 
¹Les valeurs moyennes de Cq sont la moyenne de trois réplicats techniques. ²La valeur moyenne de Cq de 2000 
copies du contrôle interne est de 30,84 ±0,38 en simplexe. ³ÉT=Écart-type. 
4.4.4 Confirmation de la méthode 
Les figures 18 et 19 montrent la relation entre les quantités de nématodes dénombrées 
visuellement et celles estimées par qPCR. Ces deux figures présentent des régressions 




Figure 18: Relation entre le nombre de P. alleni dénombré à la loupe binoculaire et le nombre 
estimé par qPCR. 
 
 
Figure 19: Relation entre le nombre de P. penetrans dénombré à la loupe binoculaire et le 
nombre estimé par qPCR. 
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Dans cette étude, un protocole de PCR quantitative (qPCR) basé sur la technologie TaqMan, a 
été développé avec succès afin de pouvoir identifier et quantifier simultanément les 
populations de P. alleni et P. penetrans. L’identification du genre Pratylenchus à l’espèce en 
utilisant les critères morphologiques est très complexe et fastidieuse. Nous avons vu au 
chapitre 2 que P. alleni et P. penetrans partageaient des plantes hôtes communes pouvant 
mener à leur présence simultanée dans un même champ agricole. Dans ce même chapitre, 
nous avons aussi vu que le spectre d’hôtes différait entre ces deux espèces, il est donc 
essentiel de pouvoir les identifier correctement et rapidement afin de pouvoir, entre autres, 
suggérer des cultures non-hôtes appropriées pour la rotation. 
L’utilisation des régions D2/D3 de la large sous-unité ribosomale (28S) a permis le 
développement d’amorces et sondes spécifiques capables de discriminer P. alleni et P. 
penetrans. L’utilisation de cette région a aussi permis de contourner les difficultés potentielles 
associées à l’utilisation des régions ITS, régions aussi utilisées pour la détection de certains 
nématodes (Toyota et al., 2008; Sayler et al., 2012). Les régions ITS peuvent varier en taille 
chez les espèces du genre Pratylenchus, pouvant rendre problématique l’alignement des 
séquences (De Luca et al., 2011). De plus, les régions ITS peuvent présenter un 
polymorphisme chez une même espèce, voire un même individu (Waeyenberge et al., 2009; 
De Luca et al., 2011). La région D2/D3 a déjà été utilisée pour le développement d’amorces 
spécifiques de plusieurs nématodes et s’est avérée, comme dans la présente étude, une cible 
fiable (Subbotin et al., 2008; Kumari et Subbotin, 2012; Ye et Giblin-Davis, 2013).  
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Afin de développer une méthodologie valide et pour obtenir des résultats de qualité, les 
directives essentielles à la publication d’articles scientifiques sur la méthode qPCR présentées 
par Bustin et al. (2009) ont été suivies, du design expérimental à l’analyse des données. Le 
développement d’une courbe standard externe synthétique nécessite la détermination de sa 
répétabilité (variation intra-essai) et de sa reproductibilité (variation inter-essais) afin de 
déterminer les limites de son application (Pfafll, 2004). La vérification de la répétabilité et de la 
reproductibilité selon Bustin et al. (2009) doivent être décrites, entre autres, par l’écart-type 
sur le Cq, par le pourcentage de variation du nombre de copies ou par l’intervalle de confiance 
sur les Cq (Rutledge et Côté, 2003; Bustin et al., 2009; Svec et al., 2015). Nos résultats 
indiquent que les courbes sont reproductibles, stables et peuvent être utilisées pour estimer 
avec précision le nombre d’individus dans un échantillon puisque les valeurs de Cq sont 
hautement reproductibles sur les quatre ordres de magnitude testés. En ce qui concerne les 
courbes standards finales utilisées pour la quantification absolue du nombre de P. penetrans 
et P. alleni, leur vérification a été réalisée en estimant les coefficients de variation à partir des 
valeurs moyennes des paramètres des courbes. D’après Pfaffl (2004), des coefficients de 
variation respectivement de 2-3% et de moins de 10% pour la pente et l’ordonnée à l’origine 
sont recherchés pour valider une courbe, ce qui valide les courbes de quantification réalisées.  
Les courbes standards en nombre de nématodes ont été préparées aléatoirement avec des 
individus de stades adultes et juvéniles afin qu’elles soient représentatives des stades 
infectieux que l’on extrait du sol et des racines par méthodes d’extraction standards. Étant 
donné qu’un adulte est plus gros et possède plus de cellules qu’un juvénile, une différence 
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dans le nombre de copies de la séquence cible est attendue entre ceux-ci. De fait, Sato et al. 
(2007) ont trouvé des différences entre les valeurs de Cq d’un P. penetrans mâle, d’une 
femelle et d’un juvénile.  
Les quatre points de la courbe synthétique utilisés (D4 à D7) ont permis de détecter entre 1 et 
1000 nématodes. Le seuil économique pour les Pratylenchus est généralement de 1000 par kg 
de sol, dépendamment des cultures (Olthof, 1987). Ces types de nématodes sont 
généralement dépistés par la technique de l’assiette de Bearmann sur des échantillons 
d’environ 100 g de sol. L’étendue de détection de notre méthode qPCR convient donc autant 
à la quantification de faibles populations, qu’à des valeurs dépassant les seuils de nuisibilité. 
Comme ces nématodes proviennent du sol, plusieurs contaminants susceptibles d’inhiber la 
réaction PCR sont souvent extraits en même temps que l’ADN. Ceux-ci peuvent fausser les 
analyses et mener à de faux négatifs. L’inclusion d’un contrôle interne dans notre essai permet 
de pallier ce problème et d’améliorer la confiance en nos résultats. 
4.6 Conclusion 
 
En résumé, l’application d’une sonde fluorescente TaqMan s’hybridant avec succès sur la 
région d’ADN cible de P. alleni et P. penetrans permet une détection et quantification efficace 
et rapide de ceux-ci. Cette méthode moléculaire sera d’une aide précieuse pour le suivi de P. 




Chapitre 5 : Discussion générale et conclusion 
 
Les changements climatiques et l’augmentation du commerce international lié à la 
mondialisation appelle à une attention particulière face aux risques phytosanitaires. Le 
potentiel de nouvelles introductions de ravageurs et l’accentuation des problèmes indigènes 
sont à craindre. En effet, les changements climatiques favorisent l’adaptation de certains 
ravageurs émergents et accroissent leurs impacts négatifs. Afin de faire face à ces nouvelles 
menaces, on se doit d’être vigilant. La biovigilance est l’étude des effets découlant du 
changement climatique, des mouvements des ravageurs, des nouvelles cultures et des 
pratiques agricoles sur les populations de ravageurs, la santé végétale, les services écologiques 
et la biodiversité. L’objectif de cette approche est d’améliorer notre capacité à réagir plus 
rapidement, de manière flexible et plus efficace afin de limiter au minimum les risques 
phytosanitaires associés aux ravageurs.  
La détection d’une nouvelle espèce de nématode des lésions phytoparasite au Canada, 
Pratylenchus alleni, représente une menace potentielle. Dans ce contexte, la présente étude 
cherchait à caractériser ce nouveau venu, à déterminer s’il s’agit d’une menace réelle et 
identifier les outils nécessaires pour y faire face. Dans un premier temps, il était nécessaire de 
déterminer le spectre d’hôtes de ce ravageur dont le genre est habituellement polyphage. 
Non seulement cette connaissance permettra de cibler les cultures à risque, mais également 
de proposer des cultures de rotation à inclure dans un programme de lutte intégrée pour 
minimiser l’impact de P. alleni. Deuxièmement, il était aussi nécessaire de déterminer l’effet 
des changements climatiques anticipés sur sa reproduction afin de déterminer s’il s’agit d’une 
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menace immédiate. Par ailleurs, ces informations seront tout à fait inutiles si nous ne sommes 
pas en mesure de reconnaître et de quantifier la présence de P. alleni. Il était donc tout aussi 
impératif de développer une méthode d’identification rapide.  
5.1 Résumé des principaux résultats  
 
La principale contribution de ce mémoire a été d’obtenir de nouvelles connaissances sur la 
virulence du nématode exotique au Canada, P. alleni. Dans les trois projets de recherche 
présentés dans ce mémoire, de nombreux aspects de ce nématode ont été étudiés. Les 
principaux résultats sont : 
(1) P. alleni est polyphage et est favorisé dans un substrat argileux. 
En effet, nous avons démontré que ce nématode possède un large spectre d’hôtes incluant le 
soya, le maïs, la pomme de terre, le millet et le blé. Par contre, nous avons également 
identifié des cultures comme le trèfle rouge et la luzerne qui ne permettent pas sa 
reproduction et qui pourront être recommandées afin de limiter les populations de P. alleni 
sous les seuils de dommage. Cependant, les problèmes de nématodes des lésions au Québec 
étaient surtout répertoriés dans les champs au sol sableux. Une surveillance des autres types 
de sol devra donc être recommandée.  
(2) P. alleni sera favorisé par les changements climatiques. 
Les régimes climatiques simulant les horizons 2046-2065 (15/26°C et 800 ppm de CO2) et 
2081-2100 (17/28°C et 1200 ppm de CO2) utilisés dans notre étude ont permis un meilleur 
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développement du nématode sur le soya comparativement au régime climatique actuel 
(12/23°C et 400 ppm de CO2). Ce résultat n’est pas surprenant vu les températures optimales 
de développement théoriques pour cette espèce. On peut donc s’attendre à voir plus de 
problèmes liés à ce nématode avec l’augmentation des températures. Par contre, nous avons 
aussi vu que les températures actuelles n’étaient pas favorables à son développement. Il 
risque donc de s’écouler encore plusieurs années avant que le climat sous nos latitudes lui 
soit vraiment favorable.  
(3) Les cultivars de soyas résistants aux NKS semblent affecter le développement de P. alleni. 
Étonnamment, les cultivars S14-M4 et P19T01R possédant respectivement la source de 
résistance Peking et PI88788 ont démontré un certain potentiel afin de limiter la 
reproduction de P. alleni comparativement au cultivar P90Y90 sensible aux NKS. Ce résultat 
est difficilement explicable étant donné la haute spécificité de ce mode de résistance pour les 
NKS et le mode de parasitisme tout à fait différent de P. alleni. Il devra être confirmé en 
utilisant d’autres cultivars résistants et s’assurer que ce n’est pas uniquement causé par le 
choix des génotypes de soya dans cette étude. Par contre, considérant que ces gènes de 
résistance risquent d’être déployés dans la majorité des cultivars suite à la découverte du NKS 
au Québec, il s’agit d’un résultat fort intéressant à creuser. 
(4) Il est possible de quantifier simultanément P. alleni et P. penetrans. 
Nous avons développé une méthode permettant de différencier et de quantifier ces deux 
espèces, et ce, même lorsqu’elles sont présentes dans un même échantillon. Comme ces 
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deux espèces ont finalement des spectres d’hôtes assez différents, cet outil sera 
indispensable pour les laboratoires de diagnostic et pour la mise en place de plan de gestion 
efficace.  
5.2 Applications et perspectives futures 
 
Afin de restreindre son établissement vers d’autres régions agricoles et de limiter son impact 
économique, nous nous devons de poursuivre le suivi des populations de P. alleni dans les 
champs du Québec et de continuer les recherches sur des méthodes de lutte efficaces. La 
méthode qPCR développée dans ce mémoire assure maintenant une détection rapide et 
efficace des P. alleni extraits du sol et des racines de ses plantes hôtes. Cette méthode est déjà 
utilisée afin d’assurer le suivi des populations de P. alleni au Québec. En effet, au cours de la 
dernière année, l’équipe de nématologie d’Agriculture et Agroalimentaire Canada a effectué 
un échantillonnage dans 185 champs. Les résultats de l’essai moléculaire ont démontré que P. 
alleni était présent dans 15 de ces champs alors que P. penetrans a été retrouvé dans 83 
champs (B. Mimee, communication personnelle). L’établissement de cette espèce au Québec 
semble donc déjà bien en cours et il faudra prendre des mesures pour en limiter l’impact sur 
les productions agricoles. La détermination du spectre d’hôtes de P. alleni au chapitre 2 
permettra donc de suggérer deux cultures, la luzerne et le trèfle rouge, aux producteurs afin 
de limiter les populations sous les seuils de dommages économiques. Des tests en champs 
devront être réalisés afin de confirmer que les deux cultures pourraient devenir des cultures 
de rotation alternatives. 
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Au cours de recherches futures, il serait aussi intéressant de déterminer l’effet de la présence 
de P. alleni sur d’autres espèces de nématodes de la rhizosphère comme P. penetrans ou 
Heterodera glycines qui partagent la même niche écologique et les mêmes ressources 
nourricières dans l’optique d’évaluer s’il y a compétition pour les ressources. Une 
conséquence importante de l’établissement d’une espèce exotique dans un nouvel habitat est 
la possible altération des communautés présentes. En effet, chez les nématodes ravageurs, il y 
a deux types de compétition qui peuvent être observées : la compétition par exploitation et la 
compétition par exclusion. La première s’observe si l’une des espèces est capable d’une 
meilleure exploitation des ressources, soit par un avantage morphologique ou physiologique. 
Cette compétition entraîne généralement une réponse négative pour l’une des deux espèces 
(Thomas et Clark, 1983, Eisenback, 1985). Par ailleurs, la compétition par exclusion entraînera 
également le déplacement d’une espèce par une autre. Ce phénomène d’exclusion 
compétitive s’observe lorsque deux espèces ne peuvent occuper la même niche écologique. 
Ainsi, les deux espèces interagissent jusqu’à ce qu’une espèce domine. La domination de cette 
espèce est souvent reliée à un avantage compétitif qu’elle possède, particulièrement une 
vitesse de développement plus rapide, une densité initiale plus élevée ou un meilleur pouvoir 
pathogène sur un hôte particulier (Hardin, 1960; Bongers et Bongers, 1998). Ainsi, la notion de 
compétition entre P. alleni et d’autres phytonématodes pourrait être une avenue de 
recherche intéressante pour déterminer si P. alleni possède un avantage compétitif. Celui-ci 
pourrait aussi être vérifié dans un contexte de changements climatiques. 
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Pour conclure, les résultats obtenus mettent à l’avant-plan la pathogénicité de P. alleni sur de 
nombreuses cultures et confirme que ce ravageur pourrait avoir une incidence économique 
importante. Par conséquent, P. alleni sera un ravageur à surveiller de près. De plus, ces 
résultats ouvrent de nombreuses possibilités pour de futures recherches sur P. alleni afin d’en 
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